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   سپاسگزاری 

کار است در آفریدگان، س  ی را که سپاس او آش پاهش چیره است و پرتوان، بزرگی او بس بلند است و بی کران، سپاس پرودگار ستایش خدا
حکیم و بنده نواز، سپاس او را که همواره لطف بی کرانش شامل حالم  شده است و در سایه رحمت و عنایتش و نیز در سایه الطاف استادان 

 گرامی توفیق انجام این پژوهش فراهم آمد.

که از زحمات بی دریغ استادان راهنمای فرزانه و ارجمندم  خانم دکتر مریم عجم حسنی که آموخته های زیادی از  در آغاز وظیفه خود می دانم
دها و ایشان دارم و همواره با صبر وحوصله بسیار مرا در مسیر انجام این پایان نامه یاری نمودند و آقای دکتر وحید حسینی نوه به خاطر رهنمو

 جهت پیشرفت بهتر پایان نامه کمال قدردانی و سپاس گزاری خود را ابراز دارم. از آقای دکتر علی درخشان همفکری های ارزنده شان در
 شادمهری و آقای دکتر مسعود حکیمی تبار به خاطر داوری عادلانه و روشنفکرانه شان تشکر و قدردانی می نمایم.

زیزم به ویژه خانم مهندس مریم مح  مودزاده و خانم دکتر بهاره غلامی که هرکدام به نوعی در انجام پایان نامه با من از کلیه دوستان و همراهان ع

کاری داشتند و مرا مورد لطف و محبت خود قرار دادند، به پاس تمامی مهربانی ها و محبت های بی دریغشان که همواره یاری گر من در لحظ ات هم
.سخت دوران تحصیل بوده اند، صمیمانه قدردانی می کنم  

گاه گرم، محبت ها و حمایت های گرانمایه اش همواره روشنگر زندگی و تح هم  صیلم چنین برخود لازم می دانم از پدرم که در تمامی دوران زندگی ام ن

 بود قدردانی می کنم.

مواره مشوقم در پیمودن از مادرم، اسوه نمونه ی ایثار و محبت، کسی که در همه حال به فکر من بوده است و از خواهران دوست داشتنی ام که ه 

وجود گرمشان شادی بخش لحظاتم بوده است، خاضعانه تشکر و قدردانی می کنم.، راه های ناهموار رندگی   

وند منان خواستارم. زیزان نعمت سلامتی و تندرستی را از درگاه خدا  در پایان برای همه ی این ع
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شد رشته حشره شناسی کشاورزی  دانشکده کشاورزی  دانشجوی دوره کارشناسی ار سونیا امیری جامیاینجانب 

 پروتئاز و آمیلاز آلفا های آنزیم های ویژگی تعیین و شناساییدانشگاه صنعتی شاهرود نویسنده پایان نامه 

   Cydia pomonella (L.) (Lepidoptera: Tortricidae)سیب کرم گوارشی های

 نوه متعهد می شوم .تحت راهنمائی دکتر مریم عجم حسنی و وحید حسینی 

 تحقیقات در این پایان نامه توسط اینجانب انجام شده است و از صحت و اصالت برخوردار است .

 . در استفاده از نتایج پژوهشهای محققان دیگر به مرجع مورد استفاده استناد شده است 

 ع مدرک یا امتیازی در هیو جا ارائه مطالب مندرج در پایان نامه تاکنون توسطططط خود یا فرد دیگری برای دریافت هیو نو

 نشده است .

   دانشگاه صنعتی شاهرود » کلیه حقوق معنوی این اثر متعلق به دانشگاه صنعتی شاهرود می باشد و مقالات مستخرج با نام

 به چاپ خواهد رسید .«  Shahrood  University  of  Technology» و یا « 

 س ستخرج از حقوق معنوی تمام افرادی که در به د صلی پایان نامه تأثیرگذار بوده اند در مقالات م  پایان نامهت آمدن نتایح ا

 رعایت می گردد.

  صول ضوابط و ا ست  شده ا ستفاده  در کلیه مراحل انجام این پایان نامه ، در مواردی که از موجود زنده ) یا بافتهای آنها ( ا

 اخلاقی رعایت شده است .

 ایان نامه، در مواردی که به حوزه اطلاعات شخصی افراد دسترسی یافته یا استفاده شده است در کلیه مراحل انجام این پ

                                                                                                                                                                     اصل رازداری ، ضوابط و اصول اخلاق انسانی رعایت شده است .

                                  تاریخ                                                                                                                        

 امضای دانشجو
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 مالکیت نتایج و حق نشر

  برنامه های ، کلیه حقوق معنوی این اثر و محصولات آن )مقالات مستخرج ، کتاب 

ی رایانه ای ، نرم افزار ها و تجهیزات ساخته شده است ( متعلق به دانشگاه صنعت

یدات علمی مربوطه ذکر شاهرود می باشد . این مطلب باید به نحو مقتضی در تول

 .شود 

 ا استفاده از اطلاعات و نتایج موجود در پایان نامه  .شدبدون ذکر مرجع مجاز نمی ب
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 چکیده

از جمله آفات مهم و درجه یک  Cydia pomonella (L.) (Lep: Tortricidae)کرم سیب با نام علمی 

باغات سیب است که همه ساله خسارت قابل توجهی به بار می آورد. امروزه به منظور کنترل حشرات 

زیان آور، توجه زیادی به ویژگی های فیزیولوژیک آنها با هدف اختلال در فرآیندهای هضم و جذب غذا 

 در گام موثر گوارشی، اولین های آنزیمبیوشیمیایی  های ویژگی تعیین عطوف شده است.در معده آنها م

بدین منظور برای آگاهی از جنبه های  .است فیزیولوژی حشرات پایه بر کنترلی های روش اتخاذ

فیزیولوژی گوارش کرم سیب، میوه های سیب آلوده در بهار و تابستان از باغ های سیب شهرستان تربت 

مع آوری شدند و لاروهای کرم سیب از میوه ها خارج شده و مورد بررسی قرار داده شدند. لوله جام ج

گوارشی لاروهای سن پنج در شرایط آزمایشگاهی به طور جداگانه استخراج شده و جهت برآوردهای 

آلفا و بتا درجه سانتیگراد نگهداری شدند. ماکزیمم فعالیت آنزیم های آلفا آمیلاز،  -20آنزیمی در دمای 

گلوکوزیداز در حضور سوبستراهای نشاسته، پارا نیتروفنیل آلفا گلوکوپیرانوزید و پارا نیتروفنیل بتا 

به دست  8و  8، 10برابر pHگلوکوپیرانوزید و در دامنه اسیدیته های متفاوت بررسی و اپتیمم آنها در

 30، 35آزمایش قرار گرفت و به ترتیب آمد. دمای بهینه این آنزیم ها در دامنه دمایی مختلف نیز مورد 

درجه سانتیگراد به دست آمد. با استفاده از سوبسترای آزوکازئین فعالیت پروتئاز عمومی لوله  30و 

می باشد.  =11pHگوارشی در دامنه ای از اسیدیته بررسی و مشخص شد که ماکزیمم فعالیت آن در

راد اندازه گیری شد. فعالیت پروتئازهای اختصاصی درجه سانتی گ 30دمای بهینه پروتئاز عمومی نیز در

-آرژنین-ال-تریپسین، کیمو تریپسین و الاستاز با استفاده از سوبستراهای تخصصی به ترتیب بنزوئیل

-ساکسینیل-نیترو آلانید، ان -پی-فنیل آلانین-پرولین-آلانین-آلانین-نیترو آلانید، ساکسینیل-پی

 =11pHنید در دامنه ای از اسیدیته بررسی و بیشینه فعالیت آنها درنیتروآلا-پی-آلانین-آلانین-آلانین

درجه سانتیگراد مشاهده شد. به علاوه  30به دست آمد. دمای بهینه فعالیت هر سه پروتئاز نامبرده در

بود و بیشینه دمای فعالیتی  8اسیدیته آنزیم لیپاز با سوبسترای اختصاصی پارانیتروفنیل بوتیرات برابر

 2Fe+ آهنمیلی مولار یون های فلزی  10و  5درجه سانتیگراد است. در بررسی غلظت های  04آن در

 منیزیم ،
+2Mg   ، 2+منگنزMn روی، 

+2Zn   مسو 
+2Cu  ،بر آنزیم های آلفا و بتا گلوکوزیداز، تریپسین

ایش فعالیت میلی مولار باعث افز 10کیمو تریپسین، الاستاز و لیپاز با سوبستراهای اختصاصی، یون مس 

آنزیمی آلفا و بتا گلوکوزیداز شده و دیگر یون ها این فعالیت آنزیمی را مهار کرده و باعث کاهش فعالیت 

در بررسی اثر غلظت های متفاوت یون های نامبرده بر فعالیت سرین پروتئازی، منجر به افزایش  شده اند.

 مولار شده و دیگر یون ها باعث کاهش  میلی 5معنی دار فعالیت آنزیم الاستاز تحت تاثیر یون روی 

 



 ح
 

فعالیت سرین پروتئازی شدند. آنزیم لیپاز نیز توسط این یون ها مهار گشته و یون مس در هر دو غلظت 

 میلی مولار هیو گونه تاثیری بر فعالیت آنزیمی نشان نداده است. 10و  5

زیم بود، همچنین زایموگرام پروتئاز بررسی های زایموگرام آلفا آمیلاز نشان دهنده دو ایزوفرم این آن

ویژه تریپسین با استفاده از صفحات نیتروسلولز دو باند را در لوله گوارشی کرم سیب نشان داد. زایموگرام 

پروتئاز عمومی با استفاده از سوبسترای هموگلوبین چهار باند را نشان داد که نشان دهنده وجود چهار 

 یب می باشد.نوع پروتئاز در لوله گوارش کرم س

 

 

 کلمات کلیدی: کرم سیب، آنزیم های گوارشی، اسیدیته، دما، یون های فلزی، زایموگرام
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می باشد. سیب  Rosaceae متعلق به خانواده گلسرخیان،  Miller Malus pumilaسیب با نام علمی 

چهار درصد سیب درختی جهان هم از  بومی آسیای مرکزی است، در حال حاضر کشور ایران با تولید

) آمار نامه ید رتبه سوم را در دنیا به خود اختصاص داده است نظر سطح زیر کشت هم از نظر تول

 علمی نام با  سیب( خوار سیب )تخم (. از میان آفات و عوامل بیماریزای سیب، کرم1397کشاورزی، 

 (L.) (Lepidoptera: Tortricidae)Cydia pomonella  های باغ ترین آفت کلیدی و ترین مخرب 

(. این آفت 2001و همکاران،  2لایت  ;2007و همکاران،  1) فرانکاست  شده معرفی جهان در سیب

رختان مورد حمله کرم سیب شامل سیب، به و گلابی بوده و د اولین بار در انگلستان شناسایی شد،

شود. کرم سیب در واقع لارو شب پره کوچکی است که به گاهی روی زردآلو، گردو و انار هم دیده می

ی که در همان مرحله اول یها نماید. بیشتر میوههای آن تغذیه میگوشت و دانه رود و ازدرون میوه می

مانند، در اثر فضولات هایی هم که روی درخت باقی میریزند و آنگیرند میرشد مورد حمله آفت قرار می

، و اسماعیلی)دواچی  گردندها غیر قابل استفاده می ها و باکتری حشره و عوامل فاسد کننده از قبیل قارچ

 مناطق در اما است سال در نسل سه دارای شود می کشت سیب که مناطقی اکثر در سیب کرم .(1344

 ایجاد به قادر سیب کرم اول است. نسل شده گزارش سال در نسل دو گردو و سیب روی کوهستانی

 می وارد لمحصو به را توجهی قابل خسارت آفت سوم و دوم نسل لاروهای اما نیست میوه به خسارت

 قابل جمعیتی با را دانه دار میوه درختان ساله هر تقریبا سیب (. کرم1390ان، همکار و )رجبی کنند

به  کند می تجاوز اقتصادی زیان سطح از آن خسارت که طوری به دهد، می قرار حمله مورد ملاحظه

 حشره این کنترل برای متفاوتی روشهای قراردارد. تاکنون کلیدی آفات زمره در حشره این دلیل همین

 مشاهده اتریمفوس و متیل، فوزالن آزیمفوس سموم از استفاده با شیمیایی کنترل است، شده گرفته کار به

 پارازیتوئید تریکوگراما زنبورهای سازی رها و )GV (ویروس مانند ها میکروارگانیسم از است. استفاده شده

 موادی به آغشته های کارت یا ها گونی بستن املش شیمیایی غیر کنترل روشهای چنین هم و محیط در

                                                             
1 Frank 
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 بردن بین از و است حشره این لارو گذرانی زمستان اصلی کانون که درخت اطراف به جمله بتانفتول از

 بهداد،  ;1386است )اسماعیلی،  آفت این کنترل مهم راهکارهای سال از سراسر در آلوده های میوه

وش ها نتوانسته سبب کاهش قاطع در جمعیت آفت شود از این (. ولی تاکنون هیو یک از این ر1375

 رو لازم و ضروری است در مورد روش های کنترل غیر شیمیایی آفت تحقیقات بیشتری صورت گیرد.

 حشره به سیب کرم مقاومت ها، افزایش کش حشره از مدت دراز استفاده اثر در جهان مختلف مناطق در

(. 2008،  2والتر ;2007و همکاران،  1و ریدل ) گیلومی است شده گزارش مختلف شیمیایی های کش

باتوجه به اهمیت کنترل آفات از نظر تامین مواد غذایی و بهداشت، جامعه بشری همواره در جستجوی 

راه های اقتصادی و بی زیان برای حل این مشکل بوده است. در حقیقت مصرف آفت کش ها به عنوان 

پیدایش پدیده هایی مانند مقاومت بعضی آفات در برابر این مواد و عوارض تنها وسیله کنترل، منجر به 

طرح برنامه ای بود که در آن تلفیقی ن، ناخواسته زیست محیطی شده است. عکس العمل دست اندرکارا

از روش های مختلف کنترل را توصیه می کرد، در این راستا کنترل مطلوب و اقتصادی آفت همراه با 

(. در برنامه های مدیریت 1386قی آفات میسر می شود )طالبی، ز طریق مدیریت تلفیعوارض کمتری ا

تلفیقی آفات یکی از ابزارهای مهم، مقاومت گیاهان به آفات می باشد که با پیشرفت و استفاده از تکنیک 

های مهندسی ژنتیک امکان همسانه سازی و قرار دادن ژن های جدید و کارا در گیاهان زراعی برای 

(. استفاده از ارقام 2001و همکاران،  3آمده است )شارما ایجاد مقاومت در برابر آفات حشره ای فراهم

مقاوم و گیاهان تراریخته یکی از روش های موثر کنترل می باشد. ارقام مقاوم به طرق مختلف روی 

. یکی از موارد حشره تاثیر گذاشته و از شدت خسارت می کاهند-زندگی آفت و یا ارتباط متقابل گیاه

بسیار حیاتی در این ارتباط نوع و میزان تغذیه حشره از میزبان می باشد. با توجه به رفتار تغذیه ای 

حشرات، دستگاه گوارش آنها  دچار تغییراتی در جهت سازگاری برای هضم غذا شده است و یکی از 

ین رو مطالعه آنزیم های عوامل کلیدی در بحث گوارش، آنزیم های سیستم گوارش حشره است. از ا

                                                             
1  Giliomee & riedl 
2  Walter 
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گوارشی به عنوان شناسایی پتانسیل این جانوران در آسیب رسانی به محصولات کشاورزی و نیز اتخاذ 

 (.6138ی، طالب)  تصمیماتی در روش های متنوع مبارزه از جایگاه ارزشمندی برخوردار است

که محصولات هضم آنها در پروتئینها و کربوهیدرات ها اجزای مهم غذای حشرات را تشکیل می دهد 

نزیم های هیدرولیز کننده زیستی حشرات نقش حیاتی ایفا می کنند، پروتئازها یا آ بسیاری از فرآیندهای

ها و کربوهیدرازها به روش های مختلف، غذای خورده شده را در حشرات قابل جذب و بهره پروتئین

به گوناگونی زیاد رژیم غذایی در حشرات (. با توجه 1999و همکاران، 1برداری می سازند )گیت هاوس 

و تنوع بسیار گسترده آنها، انواع مختلفی از پروتئازها و کربوهیدرازها در دستگاه گوارش آنها یافت می 

شود. هر گونه اختلال در هضم پروتئینها در سیستم گوارشی حشرات منجر به بهره برداری ضعیف از 

 (.1999ت گرسنگی می گردد )گیت هاوس و همکاران، منبع غذایی، کندی رشد و حتی مرگ به عل

 می تاکنون گزارش مستندی مبنی بر مطالعات فیزیولوژی گوارش کرم سیب ثبت نشده است. به نظر

ند در های این آفت مهم و اقتصادی بتوا رسد بررسی آنزیم های موثر در هضم و جذب غذا در لارو

 شد.استفاده از روش های جدید کنترل آن موثر با

 در تحقیق حاضر اهداف زیر مورد مطالعه قرار گرفت:

 بهینه آنزیم آلفا آمیلاز لارو سن پنجم کرم سیب pHتعیین دما و  -

 بهینه آنزیم های آلفا و بتا گلوکوزیداز در لارو سن پنجم کرم سیب  pH تعیین دما و -

 بهینه پروتئاز عمومی در لارو سن پنجم کرم سیب pHتعیین دما و  -

 م کرم سیبتریپسین و الاستاز در لارو سن پنجبهینه آنزیم های تریپسین، کیمو  pHتعیین دما و  -

 بهینه آنزیم لیپاز در لارو سن پنجم کرم سیب  pH تعیین دما و -

                                                             
1  Gatehouse 
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بر فعالیت آنزیم   2Cu+و مس 2Zn+روی  ، 2Mn+، منگنز 2Mg+، منیزیم 2Fe+آهن اثر یون های فلزی  -

 و لیپاز کوزیداز، سرین پروتئازهاو بتا گلو آلفاهای 

 زایموگرام آلفا آمیلاز -

 زایموگرام پروتئاز عمومی با استفاده از سوبسترای هموگلوبین -

 زایموگرام پروتئاز اختصاصی تریپسین -
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سیب -2-1  

درختی تکپایه متعلق به خانواده  Malus pumila Millerاز نظر گیاهشناسی، سیب با نام علمی 

می باشد که به دلیل میوه شیرین و گوشتی اش شناخته شده است. در سرتا   Rosaceae گلسرخیان

(. سیب یکی از قدیمی ترین 1991، 1میوه آن کشت می شود )بارنس استفاده سر دنیا، این درخت برای

سط مهاجران به آمریکای شمالی آورده شد و نخستین میوه های شناخته شده بوده و در سده هفدهم تو

کاشته شد.  1625باغ میوه قاره آمریکای شمالی در بوستون توسط کشیش ویلیام بلکستون در سال 

قبل از میلاد را به اسکندر نسبت داده اند. سیب  328یافتن سیب های کوچک در قزاقستان، در سال 

ده شده بودند هم در مسیرهای حرکت تاجران بومی آمریکایی های مختلف که به شکل دانه از اروپا آور

کاتالوگی از یک محل  1845کاشته می شدند و هم در مزارع استعماری گسترش یافتند. در سال 

نوع متفاوت از بهترین سیب ها را تبلیغ می کرد، چنین چیزی ازدیاد  350نگهداری سیب در آمریکا 

سده نوزدهم در آمریکای شمالی نشان می دهد. در سده بیستم پروژه انواع جدید ارقام سیب را در اوایل 

های آبیاری در واشینگتن شرقی شروع شد و موجب شد صنعت چند میلیارد دلاری  میوه گسترش یابد 

سیب جهان دومین تولید کننده عمده  %10که محصول اصلی این صنعت، سیب بود. آمریکا با تولید 

تولید کنندگان بزرگ این محصول محسوب می شود. فرانسه، ایتالیا،  سیب است، ترکیه نیز یکی از

ر حال حاضر (. د1999، 2ادرکنندگان عمده سیب قرار دارند )برووینگآفریقای جنوبی و شیلی در بین ص

ایران با تولید چهار درصد سیب درختی جهان هم از نظر سطح زیر کشت هم از نظر تولید رتبه سوم را 

در کشور، تنها  1397اختصاص داده است. با تولید بیش از سه میلیون تن سیب در سال در دنیا به خود 

هزار تن آن به خارج از کشور صادر می شود که رقم ناچیزی است و یکی از مهم ترین عوامل  700

محدودکننده صادرات این محصول، وجود آفات و بیماریهاست که همه ساله خسارت جبران ناپذیری به 

وارد میکند. یکی از آفات درجه اول سیب، کرم سیب است. این آفت کلیدی تقریبا به تمام  کشاورزان

                                                             
1  Barnes 
2  Browning 
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ارقام سیب در باغات سیب کل کشور حمله کرده و با داشتن تعداد نسل زیاد، برای تمام انواع سیب 

 خسارت زا می باشد.

 کرم سیب -2-2

و زیر  Tortricidae وادهبه خان Lepidopteraاز راسته   Cydia pomonella (L.)کرم سیب

 aeneanaتعلق دارد. این حشره در مقالات مختلف با نام های علمی از جمله  Olethreutinaeخانواده

(Tortrix), glaphyrana (Carpocapsa splendana ab.), pomana (Pyralis), pomonana 

(Tortrix)   ( 1991بارانس، معرفی شده است.)  این حشره دارای نام عمومیcodling moth  یا تخم

سیب می باشد  دانهخوار سیب می باشد. علت این نام گذاری به واسطه تغذیه لاروهای حشره از قسمت 

 (.2010و همکاران، 2 والرا  ;1997و همکاران، 1کارد)

 محل پراکنش -1-2-2

 (.2002همکاران، و  3وانگ) دارد  انتشار  جهان  قاره کرم سیب یک آفت همه جا گیر بوده و در تمام پنج 

ا مناطقی با در ایران نیز این آفت از مناطق هم سطح دریای آزاد )نواحی جلگه ای گیلان و مازندران( ت

به عبارت کلی تر در تمام  مناطق مختلف کشور به ویژه البرز مرکزی فعال است.متر در  2600ارتفاع 

   .(1390آفت نیز وجود دارد ) رجبی،  مناطقی از ایران که کشت درختان میوه سردسیری رواج دارد این

 میزبانها -2-2-2

این حشره آفتی پلی فاز است و آفت خطرناک و جدی سیب، گلابی و گردو است. این حشره دارای 

 (.2001و همکاران،  4ماسونمیزبان های متفاوت دیگری نظیر بادام، زرد آلو، هلو، آلو می باشد )

 شکل شناسی -2-2-3

 ملحشره کا -2-2-3-1

                                                             
1 Carde 
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ستری بوده متر می رسد. بال های رویی خاک میلی 22 تا 15 به باز بالهای با آفت این های پروانه عرض

خاکستری متالیک می باشند. در متن بال های جلویی نوارهای عرضی قهوه  و در انتها دارای یک لکه

 (.1390ای رنگی جلب توجه می کند ) رجبی، 

 

 تخم -2-2-3-2

و طول آن  92/0-1شبیه به دانه عدس کمی بیضوی می باشد. عرض آن حدود  تخم های کرم سیب

میلی متر است. پوسته تخم به شکل بسیار ظریفی مشبک است. تخم در اوایل بی رنگ و مات  1/3-1/1

 )اصلی(   Cydia pomonellaم سیب حشره کامل کر-1-2شکل      
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بوده و پس از گذشت یک سوم از زمان لازم برای دوره جنینی حلقه های قرمز روی آن ظاهر می گردد. 

رو را می توان از یک تا دو روز قبل از تفریخ از ماورای پوسته تخم مشاهده نمود کپسول سیاه سر لا

 (.1390رجبی،  ;1375)بهداد، 

 

 

 یک تفریخ شدنب( تخم کرم سیب نزد           م سیب )تازه گذاشته شده(الف( تخم کر -2-2شکل  

 http://jenny.tfrec.wsu.edu برگرفته از سایت

 لارو -2-2-3-3

میلی متر و به رنگ سفید با کپسول سر به رنگ سیاه می باشد. لارو  3/1-4/1لارو سن یک به طول 

 15-20(. لارو کامل در حدود 1390، سن یک با ایجاد شکاف جانبی از تخم خارج می شود )رجبی

 تمایل به ارغوانی است و اغلب به صورت خمیدهمیلی متر طول دارد و رنگ آن سفید و در سطح پشتی م

 ب الف

http://jenny.tfrec.wsu.edu/
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( و در لاروهای نر یک جفت بیضه به رنگ تیره 1391دارد )میراب بالو و همکاران، در داخل پیله قرار 

 (.1390حلقه پنجم قرار دارد )رجبی، در 

 اصلی() لارو سن پنجم کرم سیب    لارو سن چهارم کرم سیب در حال تغذیه )اصلی(      -3-2شکل 

 

 شفیره -2-2-3-4

میلی متر است. در شفیره نر سوراخ  5/8-5/10شفیره به رنگ قهوه ای روشن تا قهوه ای تیره و طول آن 

تناسلی در بند نهم و در ماده در بند هشتم است. در حالی که مخرج  در هر دو در مفصل دهم قرار دارد 

 (.1390)رجبی، 

 

 

 

 

 شفیره کرم سیب )اصلی( 4-2شکل                                          

12mm 
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 زیست شناسی -2-2-4

 یا و پوست زیر در ضخیم نسبتا رنگ سفید پیله داخل آخر سن لاروهای به شکل را زمستان حشره این

 را آفت گذران زمستان لاروهای گذراند. البته می میزبان درختان شاخه های و تنه شکافهای به لای لا

 خاک مختلف شکافهای داخل و درختان پای شده ریخته برگهای و کلوخها زیر ملهج از نقاط دیگری در

دید  میتوان نیز انبارها و میوه جعبه های داخل مخفیگاه های در همچنین و میزبان درخت اطراف تنه

 زمانی حشره این در است. دیاپوز سرد فصل طول در اجباری دیاپوز دارای سیب (. کرم1390)رجبی، 

 شهریور(. )اوایل برسد ساعت 12 حدود به روز روشنایی طول میگیرد که بر در را همه

اواخر  در و شده شروع ماه فروردین اواخر در سیب کرم زمستانگذران نسل یا اول نسل پروانه های پرواز

ه ما شهریور اول نیمه تا مرداد اواخر از سوم نسل پروانه های پرواز میرسد. اوج خود اوج به ماه اردیبهشت

 پس حشرات میشوند. این ظاهر کامل حشرات سیب درختان گلهای بازشدن با مصادف بهار میباشد. در

 و نهنج کاسبرگ، روی را خود های تخم سپس جفتگیری و شبنم قطرات و گل نوش از تغذیه مدتی از

 میوه ها نزدیک اکثرا تخم ها میدهند. میزبان قرار گیاهان سرشاخه های حتی و میوه ها مجاور برگهای

 نزدیک که کرد توجه آنهایی به باید بیشتر برگها روی تخم یافتن برای دیگر عبارت به میشوند گذاشته

 این (.1375، می گذارد )بهداد 10-20عدد تخم در مدت  80دارند. هرپروانه ماده تعداد  قرار میوه ها

 نسل جوان یشوند. لاروهایم دیده انفرادی طور به غالباو  کوچک خیلی شکری سفید رنگ به ها تخم

 درون شدن رشد، کامل از پس و کنند می تغذیه به شروع و شده میوه وارد گلگاه محل از معمولاً اول

 (.1391 همکاران، و بالو میشوند )میراب تبدیل شفیره به خاک در یا درختان پوست زیر میوه ها،

 روش های کنترل -2-2-5

 کنترل مکانیکی -2-2-5-1

کی کرم سیب از سال ها قبل اعمال می شده است که شامل پاک کردن و از بین بردن کنترل مکانی

پوسته های شل و شکسته روی تنه درختان می باشد. این محل ها پناهگاه زمستانه لارو کامل آفت 
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محسوب می شوند. بستن نوارهای مقوایی و یا گونی آغشته به موادی از قبیل بتانفتول اطراف تنه 

 (.1375ب جلب لاروهای زمستان گذران و از بین رفتن آنها می شود )بهداد، درختان موج

 کنترل بیولوژیک -2-2-5-2

کنترل بیولوژیک از طریق کاربرد دشمنان طبیعی از قبیل پارازیتوئید ها، پرداتورها، پاتوژن ها، 

شود )موسوی، برای کاهش جمعیت یک آفت انجام می یا میکروارگانیسم های رقیب،  آنتاگونیست ها و

زنبورهای پارازیتوئید مختلفی برای کرم سیب   (Hymenoptera)(. در مورد راسته بال غشائیان1379

  Ichneumonidaeاز خانواده   Ephialtes caudatus (L) در منابع ذکر شده است. به عنوان مثال زنبور

(. این حشره 1368مکاران، فقط روی کرم سیب فعال بوده است )نوری و ه Pimpplinaeو زیر خانواده 

ها برای شفیره پارازیت لاروهای پیله بسته کرم سیب که زمستان گذرانی کرده و یا در طول سایر نسل 

می باشند. این زنبورها برای پارازیته کردن میزبان خود قبلا لارو داخل پیله را بی شدن آماده می شوند، 

(. زنبور دیگری با نام علمی 2002، 1)بلال و سینقه حس نموده و سپس تخم را درون پیله قرار می دهند

Pristomerus vulnerator (Panzer)  که متعلق به زیر خانوادهOphioninae  می باشد تاکنون فقط در

منطقه کرج دیده شده و میزبان آن لارو کرم سیب است. این زنبور یک پارازیت داخلی است به طوری 

 (.1375گذارد )بهداد، که تخم خود را داخل بدن لارو می 

دیده شده که   Pimpla turionellae (L)در اکثر نقاط مهم که کشت سیب رواج دارد نوعی زنبور به نام

 Trichogrammatidae(. از زنبورهای خانواده 1965 بارانس،میزبان آن شفیره های کرم سیب است ) 

 ، T.embryophagum  ،T.evanescensتاکنون سه گونه به اسامی  Trichogrammaجنس 

T.cacoeciae  ،(.1994، 2نوردولاند ;1368در ایران گزارش شده اند )شجاعی و همکاران 

 Pteromalidaeهر سه گونه قادرند تخم های کرم سیب را پارازیته نمایند. از زنبورهای خانواده 

مستان شناخته شده است که در کاهش جمعیت لاروهای ز Dibracgys boarmiae  (Walker)گونه

                                                             
1 Ballal & Singh 
2  Norduland 
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(. این حشره لاروهای داخل 1378گذران کرم سیب در منطقه کرج و شهریار موثر بوده است )ابراهیمی، 

(. از راسته 2003، 1گرانجرپیله را پارازیته می کند و هرگز لاروهای لخت را مورد حمله قرار نمی دهد )

گزارش  Ostomidaeخانواده از  Neoplectops pomonellae (L)مگسی با نام علمی  (Diptera)دوبالان 

(. گونه های متعددی از 1344شده است که از لاروهای کرم سیب تغذیه می کند )دواچی و اسماعیلی، 

در تقلیل جمعیت کرم سیب در خاک گزارش شده اند به این معنی  Carabidaeسوسک های خانواده 

می کند، همچنین در  که این سوسک لاروهای درحال جستجو برای محل مناسب شفیرگی را شکار

کرم سیب اهمیت دارند )رجبی،  پنج گونه شناسایی شده که درکاهش جمعیت Staphylinidaeخانواده 

به عنوان تخم خوار کرم سیب گزارش شده   Phytocorisجنس Miridae(. از سن های خانواده 1390

 (.1993، 2است )تانادا و کایا

 کنترل فرمونی -2-2-5-3

 تعیین برای شده پذیرفته روش یک طعمه ای تله های از استفاده 1930 تا 1920 دهه های طول در

 آن دنبال به و 1972 سال در ماده جنسی فرمون کشف با. بود سیب کرم علیه سمپاشی زمان و لزوم

 موارد بیشتر در .شد فراهم سیب کرم مدیریت و جمعیت پایش در جدیدی امکان ترکیبات این ساخت

 جلب شیمیایی مواد این. میشود استفاده فرمونی تله های در نر شب پره های دهکنن جلب فرار مواد

 جفتگیری برای را نر شب پره های که هستند ماده شب پره های جاذب مصنوعی فرار مواد مشابه کننده

 سیب کرم جمعیت پایش برای فرمونی چسبنده غیر و چسبنده تله های انواع نسبی کارایی. میکند جذب

 به دست نتایج اساس بر و شد بررسی آمریکا شرقی شمال نشده سمپاشی و شده سمپاشی اغب چند در

 معرفی سیب کرم ردیابی برای تله نوع بهترین عنوان به را Pherocon II نوع چسبنده فرمونی تله آمده

 لقاب راحتی به همیشه فرمونی تله های توسط آمده به دست اطلاعات که داشت توجه باید ولی .کردند

 مهاجرت، مثل عوامل از گروهی تأثیر تحت فرمونی تله هر در شده شکار حشرات تعداد چون نیست تفسیر

                                                             
1  Granger 
2 Tanada & Kaya 
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 و فرمونی تله های بین جلب در رقابت و فرمون پایداری فرمون، و تله موقعیت ، باد سرعت ، ماه نور دما،

 نتایج مبنای بر سیب کرم مدیریت که زمانی اساس، براین .میکند تغییر منطقه در مستقر ماده های

 داده های ضعف را نقیصه این علت نمی شود قبول اعمال قابل حد در و است فرمونی تله های از حاصل

 جلب کننده ترکیبات تازگی به که نشان میدهد اخیر مطالعات میدانند. فرمونی تله های از حاصل

 را بیشتری امکان نر حشرات رکنا در حشرات ماده شکار با که است شده تهیه نیز (DA2313) دوجنسی

 (.1392، )رنجبر اقدم است کرده فراهم کنترل زمان مناسب ترین تعیین برای

 کنترل ژنتیکی -2-2-5-4

آزمایشاتی توسط محققین در زمینه امکان عقیم کردن شب پره سیب توسط اشعه گاما صورت گرفته 

تحت تاثیر  این حشرات و سپس است. در این روش شب پره ها را روی غذای مصنوعی پرورش داده

اشعه گاما قرار می گیرند و به وسیله هلیکوپتر در باغ های آزمایشی رها می گردند. شب پره های نر که 

تحت تاثیر اشعه قرار گرفته باشند، اگر با شب پره ماده که در شرایط طبیعی وجود دارد جفت گیری 

قیم مانده و از آن ها لاروی خارج نمی شود. این کنند، تدریجا تخم هایی که گذاشته می شوند اغلب ع

 (.2000و همکاران،  1چارمیلوت ;1379ج رضایت بخشی داشته است )موسوی، روش آزمایش شده و نتای

 کنترل شیمیایی -2-2-5-5

و   ییموثرترین و متداول ترین روش برای کنترل کرم سیب روش شیمیایی است. برای مبارزه شیمیا

ق قیق سم پاشی بررسی شرایط آب و هوایی منطقه ضروری است. در بعضی مناطتعیین زمان های د

ا انجام خروج شب پره ها به تدریج صورت می گیرد و بدین جهت تخم ریزی به طور مداوم روی میوه ه

 می شود، بنابراین حفاظت دائم درخت ها از طریق شیمیایی ضرورت پیدا کرده است.

، زمان تخم ریزی و خروج لاروهای جوان کرم سیب در نسل های از این رو برای کاهش مصرف سموم

مختلف و ظهور حشرات کامل را با استفاده از وسایل و روش های مختلف از قبیل نصب تله های نوری 

و یا فرمونی در باغ ها تعیین می شوند. همچنین می توان با جمع آوری پیله ها و قرار دادن آن ها در 

                                                             
1 Charmilot 
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سیب زمان اوج پرواز پروانه ها را تعیین و اولین سم پاشی را آغاز کرد. معمولا قفس هایی در باغ های 

روز پس از ریزش گل برگ ها است  10-14زمان ظهور حشراتی که زمستان را گذرانده اند مصادف با 

(. در زمینه انتخاب بهترین آفت کش علیه کرم 1375که بلافاصله سم پاشی باید شروع شود )بهداد، 

تاکنون مطالعات فراوانی توسط محققین انجام گرفته است. آزیفونیس متیل  1344ال سیب از س

)گوزاتیون( یکی از سموم موثر بر کرم سیب در آزمایشات بوده و همچنان برای  این آفت توصیه می 

شود، بررسی ها نشان داده است که تتراکلروینفوس )گاردونا( روی کرم سیب به اندازه متیداتیون ) 

ترکیبی نظیر سوپر اسید،  (.2003، 1بلومفیلد کسید( و آزینفوس متیل )گوزاتیون( موثر بوده است )سوپرا

تیون روی کرم سیب موثر بوده اند و بهتر است در اولین سم  گوزاتیون، فوزولون، اکامت، سوین، سومی

 (2007، 2فاده گردد )گیلومی و ریدلپاشی از سموم نفوذی است

  

 )اصلی( Cydia pomonella آثارخسارت کرم سیب -5-2شکل                                 

 

                                                             
1  Blomefield 
2  Giliomee & riedl 
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 ویژگی های دستگاه گوارش در حشرات و راسته بالپولکداران -3-2

در حشرات لوله گوارش یا کانال غذایی، لوله نسبتا طویلی است که از حفره دهانی آغاز و به مخرج ختم 

، روده 1ت که در همه حشرات سه بخش اصلی روده جلوییمی شود. مطالعات فیزیولوژیک نشان داده اس

جنینی، روده جلویی از فرورفتگی  تشخیص می باشد. در طول رشد و نموقابل  3و روده عقبی 2میانی

های بافت اکتودرمی در انتهای بخش جلویی بدن توسعه می یابد. روده جلویی و عقبی دارای پوشش 

-ی می باشند و روده میانی فاقد آن می باشد )وازکوئزکوتیکولی چسبیده به سطح سلولهای پوشش

 (.2002، 5نیشن ;1999و همکاران، 4آریستا

از  در بسیاری .روده میانی محل اصلی ترشح آنزیم های گوارشی و هضم در بیشتر حشرات می باشد

ای کور در له هحشرات، لوله های کور در قاعده یا نزدیک روده میانی وجود دارند، اما ممکن است این لو

لی جذب نقاط مختلفی در طول روده میانی مشاهده شوند. در بعضی از حشرات، لوله های کور محل اص

شده  محصولات هضم شده می باشد. به علاوه ساختار لوله های کور مشابه بخش میانی روده گزارش

رشی را های گواویلی های این منطقه، قابلیت ترشح آنزیم است، به طوری که سلولهای پوششی میکرو

 (.2002دارند )نیشن، 

لارو های راسته بالپولکداران دارای یک روده جلویی خیلی باریک، روده میانی بزرگ، طویل و نسبتا 

مستقیم و روده عقبی کوتاه می باشد. تقریبا هیو ذخیره و هضمی در روده جلویی صورت نمی گیرد، 

ام می پذیرد. ثابت شده است که نوع رژیم غذایی بلکه هضم در روده میانی توسط سلولهای ستونی انج

در شکل بخش های مختلف لوله گوارش تاثیر دارد. تقریبا همه لاروهای راسته بالپولکداران از بافتهای 

گیاهی تغذیه کرده و به نظر می رسد تغییرات لوله گوارش در ایجاد سازگاری در جهت عبور دادن سریع 

توانایی انجام عمل هضم است. زمانی که حجم زیادی از غذا موجود  غذا در طول روده میانی طویل و

                                                             
1  Foregut 
2  Midgut 
3  Hindgut 
4  Vazquez-Arista 
5  Nation 
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باشد، تغذیه تقریبا پیوسته است و لاروها ممکن است در یک شبانه روز حتی بیشتر از وزن بدن خود 

غذا بخورند. هضم و جذب در امتداد طول روده میانی، با ترشحات آنزیمی سلول های ستونی انجام می 

دلیل ترشح مداوم بی کربنات پتاسیم به داخل لومن توسط سلولهای جامی شکل، معده به  pHگیرد و 

 (.2002قلیایی می باشد )نیشن، 

به دلیل اینکه حشره کامل و لارو بالپولکداران دارای دو شکل متفاوت زندگی و عادات تغذیه ای هستند، 

ز حشرات کامل بالپولکداران فقط لوله گوارش در حشرات کامل، کاملا متفاوت از لاروها بوده و بسیاری ا

از شهد گلها تغذیه کرده و این شهد در چینه دان ذخیره شده و به تدریج برای عمل وارد روده میانی 

می شود. بعضی از حشرات کامل دارای قطعات دهانی تحلیل رفته هستند و اصلا تغذیه ندارند این 

 (.2002عمر کوتاهی دارند )نیشن، حشرات فقط برای جفت گیری و تخم گذاری زنده مانده و 

 آنزیم های گوارشی -4-2

 نحوه عمل آنزیم -1-4-2

آنزیم ها کاتالیزورهای زیستی هستند که واکنش های شیمیایی درون سلولها را تسهیل و تسریع می 

 کنند. کاتالیزورها در واکنش ها بدون تغییر می مانند ولی آنزیم ها مانند سایر پروتئین ها تحت شرایط

ها تغییر می کنند )مجد و  ها و قلیا مختلف پایدار نمی مانند. این مواد در اثر حرارت بالا، وجود اسید

(. آنزیم ها پروتئین هایی هستند که یک یا چند محل ویژه به نام جایگاه های فعال 1385شریعت زاده، 

ه جایگاهها متصل می شود. در دارند. هر ماده ای که آنزیم بر آن اثر کند یک سوبسترا است. سوبسترا ب

نتیجه این کنش متقابل، سوبسترا از نظر شیمیایی تغییر پیدا کرده و به یک یا چند محصول تبدیل می 

(. آنزیم ها واکنش را تا رسیدن به حالت تعادل تسریع می کنند. آنزیم 1385شود )مجد و شریعت زاده، 

بار سریع تر از حالت غیر کاتالیزوری به  1110 تا 810ها آنقدر موثرند که ممکن است یک واکنش را 

انجام برسانند. آنزیم ها تا حد زیادی برای سوبسترای خود اختصاصی هستند و اغلب مولکول های نزدیک 
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و مشابهی را که تفاوت شکل اندکی دارند نمی پذیرند. علت اختصاصی بودن آنزیم ها را باید در ساختمان 

 (.1385کرد )مجد و شریعت زاده، فضایی آن با سوبسترا جستجو 

 طبقه بندی و نام گذاری آنزیم ها -2-4-2

گروه اصلی اکسیدوردوکتازها،  6آنزیم ها را بر حسب واکنش های شیمیایی که کاتالیز می کنند به 

ترانسفرازها، هیدرولازها، لیازها، ایزومرازها و لیگازها تقسیم بندی می کنند. هیدرولازها بیشتر در واکنش 

های هیدرولیزی شرکت می کنند. بیشتر واکنش هایی که در دستگاه گوارش حشرات توسط آنزیم های 

(. سه گروه اصلی هیدرولازها 1385گوارشی کاتالیز می شوند از این نوع می باشند )مجد و شریعت زاده، 

 عبارتند از : 

ارید ها را به قندهای ساده این آنزیم هیدرولیز پلی ساکاریدها و دی ساک :کربوهیدرازها -2-4-2-1

 کاتالیز می کنند و در بردارنده آنزیم های مختلفی می باشند : 

ند. آمیلاز در غدد بزاقی و لوله یل آن به مالتوز را کاتالیز می کآمیلاز: هیدرولیز نشاسته و تبد -الف

 د.وارش بسیاری از حشرات یافت می شوگ

لکول گلوکز تبدیل می نماید. به همین ترتیب لاکتاز، لاکتوز یا مالتاز: مالتوز را هیدرولیز و به دو مو -ب

 قند شیر را به گلوکز و گالاکتوز هیدرولیز می کند.

 این گروه از آنزیم ها استرازها را به الکل و اسید هیدرولیز می نمایند. :استرازها -2-4-2-2

های خنثی به اسیدهای چرب و لیپاز: به آن دسته از آنزیم ها اطلاق می شود که تجزیه چربی  -الف

 گلیسرول را کاتالیز می نمایند.

فسفاتاز: این گروه را نیز می توان در گروه استرازها طبقه بندی نمود زیرا هیدرولیز استرازهای اسید  -ب

 فسفریک را به یک الکل و اسید فسفریک کاتالیز می نمایند.

شتقات آن ها را به اسیدهای آمینه و پپتیدها پروتئازها هیدرولیز پروتئین و مپروتئازها: -2-4-2-3

 (.1385کاتالیز می کنند )مجد و شریعت زاده، 
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 ساز وکارترشح آنزیم های گوارشی -5-2

ترشح آنزیم های گوارشی به داخل جوف لوله گوارش به دو صورت ترشح پیوسته و ترشح تنظیم شده 

دن از سلول های پوششی بدون توجه به انجام می گیرد. در ترشح پیوسته آنزیم ها به محض سنتز ش

محیط اطراف و بدون نیاز به سیگنال آزاد می شوند ولی در ترشح تنظیم شده آنزیم سنتز و اغلب به 

، 1رولب آزاد می شوند )لهان وصورت زیموژن ذخیره می شوند و هنگامی که یک سیگنال دریافت شود، 

اند از ترشح پیوسته بجای ترشح تنظیم شده بهره  (. بیشتر حشراتی که تا به امروز مطالعه شده1996

 (.1995و همکاران،  2می جویند )مفات

ده توسط علائمی که منجر به ترشح آنزیم های گوارشی می گردند ممکن است ناشی از تحریک بوجود آم

در این  (.1996 ،رلوب غذای خورده شده باشد، که به این حالت کنترل غذایی گفته می شود ) لهان و

ق سولهای مورد که این مواد بطور مستقیم روی سلولهای ترشح کننده آنزیم عمل می کنند، یا از طری

ت )نیشن، اندوکرین موجود در لوله گوارش بسیاری از حشرات عمل می کنند، به خوبی شناخته شده نیس

2002.) 

ود در داخل سلولهای در سلولهای روده میانی بالپولکداران، تریپسین با غشاء وزیکول های کوچک موج

روده میانی ترکیب می گردد. این وزیکول ها به میکروویلی های سلول های ستونی منتقل شده و در 

آنجا تریپسین به صورت حلال در داخل وزیکول ها در می آید. از طریق فرآیند اگزوسیتوز، وزیکول ها 

حتویات آنها به داخل جوف لوله بصورت وزیکول های دو جداره از میکروویلی ها جوانه می زنند و م

 (. فرآیند مشابهی در پشه1983 و همکاران، انتوسس ;1984 ، 3تونس و ترا)ساناد می شود گوارش آز

 (L) aegypti edesA(، که در آن وزیکول های حاوی تریپسین 1989و همکاران،  4رخ می دهد )گرف

کار اگزوسیتوز تریپسین آزاد می شود. محلول به غشاهای میکروویلی ها متصل می گردند و با ساز و 
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( دریافتند که تریپسین در سلولهای روده میانی لاروهای مگس خانگی 1996) و همکاران 1وادجور

Musca domestica L   در ابتدا توسط یک پیوند پپتیدی به غشاها پیوند می شوند، سپس در جسم

شحی محصور می شوند. این وزیکول ها با گلژی ذخیره شده و به فرم متصل به غشا در وزیکول های تر

غشا پلاسمایی در سطح تماس بین جوف و لوله گوارش ترکیب می شوند و بنابراین تریپسین در معرض 

pH  لوله گوارش قرار می گیرد. در هر حالت، آماده سازی و ترشح آنزیم به احتمال خیلی قوی یک

 فرآیند پر هزینه است.

6-2-  pH  و اثر آن بر فعالیت آنزیمیلوله گوارش حشرات 

تر یا پایین تر بالا pHبهینه می باشند که در آن حداکثر فعالیت را نشان داده و در  pHآنزیم دارای یک 

فعال ممکن  از آن، فعالیت آنزیم کاهش می یابد. زنجیره های جانبی اسیدهای آمینه موجود در جایگاه

ر یک دد که این عمل آن ها بستگی به حفظ آنها است به صورت اسیدها یا بازهای ضعیف عمل نماین

محل های  حالت یونیزاسیون خاص دارد. به علاوه، زنجیره های جانبی سایر اسیدهای آمینه موجود در

ساختمان  دیگر ساختمان پروتئین نیز در واکنش های متقابلی شرکت می نمایند که برای ایجاد و حفظ

مل عهر بخش از لوله گوارش به میزان زیادی  pHمقدار  (.1385) محمدی،  پروتئین مفید هستند

قرار می  هرگونه از آنزیم های ترشح شده یا حمل شده همراه با غذا به داخل آن بخش را تحت تاثیر

موم بالقوه لوله گوارش ممکن است حلالیت مواد بلعیده شده، سمیت بعضی از س pHدهد. علاوه بر این، 

 (.2002)نیشن،  وله گوارش را تحت تاثیر قرار دهدو جمعیت میکروارگانیسم های ل

لوله گوارش بویژه روده میانی یکی از مهم ترین ویژگی های محیط داخلی بدن حشره است  pHمقدار 

جوف لوله گوارش در بسیاری  pHکه بر روی آنزیم های گوارشی تاثیر می گذارد. گزارش های زیادی از 

، 2بهینه فعالیت آنزیم های گوارشی آنها می باشد )ترا و فریرا Hpاز حشرات وجود دارد که متناسب با 

روده میانی یک خصوصیت خاص  pH(. بررسی ها نشان می دهد که 1995، 3میلر و همکاران ;1994
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، 1گونه است و علاوه بر آن معمولا در داخل راسته های مختلف حشرات حفظ می شوند )گری سون

ال، بعضی تاکسون ها، مانند دوبالان و سخت بالپوشان تنوع قابل (. با این ح0198، 2برن بام ;1985

 (pH=3-4روده میانی از خیلی اسیدی ) pHتوجهی در این ویژگی نشان می دهند. در سخت بالپوشان 

متغیر است  Scarabaeidae ( در لارو 8-9بسیار قلیایی ) pHتا  Meloidaeو  Chrisomelideدر 

روده میانی  pH(. در راسته ناجوربالان 2014همکاران،  و  4شابراری ;1990ان، و همکار 3)کریستلر

 (.1994اسیدی می باشد )ترا و فریرا، 

 دما و اثر آن بر فعالیت آنزیمی -7-2

( اظهار داشتند که هر آنزیم دارای طیف دمایی مناسب برای فعالیت است، 2011) و همکاران 5رحیمی

خصوص در مراکز آنزیم به وجود می آید. ار بدر ترکیب ساختهای بالاتر از این طیف، تغییر  در دما

بنابراین تا زمانی که دما ترکیب سه بعدی آنزیم را از بین نبرده باشد، می تواند به عنوان یک کاتالیزور 

در واکنش عمل نماید. هر آنزیم برای فعالیت بهینه حد خاصی از دما را می پذیرد، افزایش دما باعث 

های سینتیکی واکنش دهنده ها )سوبسترا و آنزیم( می گردد و در نتیجه شدت واکنش  تغییر در ویژگی

آنزیمی و جذب انرژی بالا توسط آنزیم، ترکیب سه بعدی آن از هم گسیخته و فعالیت آن کاهش می 

این باعث می شود مولکول های بیشتری به ، ورد بین مولکول ها با افزایش دما افزایش می یابدآ.بریابد

رژی فعال تبدیل شوند که میزان واکنش را افزایش می دهد. از آنجایی که مولکول ها نیز سریعتر ان

همانطور که تمام پروتئین ها، درجه یابد.  نیز افزایش می سوبستراحرکت می کنند، برخورد بین آنزیم و 

حدوده فعالیت برای درجه سانتیگراد، شروع به تجزیه می کنند. بنابراین، دو انتهای م 40حرارت بیش از

شروع ی چه درجه حرارتدر  فعالیت را شروع می کند و یچه درجه حرارتدر آنزیم تعیین می شود که 

 (.1990، 6رینوتی و جیمز)ماه تجزیه شدن و ازبین رفتن می کند ب
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 فلزات سنگین و اثر آن بر فعالیت آنزیمی -8-2

ز فلزات سنگین به عمل آمده است، علت اطلاق در کتب و مراجع گوناگون تعاریف و تفسیرهای مختلفی ا

گرم بر سانتی متر مکعب می باشد که این فلزات دارا می باشند.  6لفظ سنگین، وزن مخصوص بالاتر از 

توانایی انسان در استخراج و استفاده از فلزات نقش عمده ای در پیشرفت جامعه امروز ایفا می کند 

اما این استفاده وسیع هزینه سنگینی  وسیعی برای استفاده دارند ت دامنه(. بیشتر فلزا1994، 1)ویلسون

حیط زیست وارد کرده است، فلزات سنگین با تمام گزارش ها از تاثیرات منفی آنها هم اکنون نیز مرا بر 

(. بیشتر مطالعات انجام گرفته بر تاثیر 2002همکاران،  و2در حال وارد شدن به محیط هستند )هان

نشان اثرات مستقیم به صورت تاثیر کلی،  ات زنده انجام شده است. اینین روی موجودمنفی فلزات سنگ

دهنده سمیت فلزات سنگین بر فرآیندهای زیستی مختلف است که حتی در مواردی باعث مرگ و میر 

(. تاثیر آلودگی 2007و همکاران،  3می شود. این تاثیر به طور کلی وابسته به غلظت است )ون اوویک

و همکاران،  4سنگین روی حشرات گیاه خوار در راسته های مختلف بسیار متفاوت است )کوریچوافلزات 

(. به طور کلی حشرات جونده و مکنده در میان حشرات خشکی زی بیشتر در معرض آلودگی از 1998

طریق گیاهان در تنش فلزات سنگین قرار دارند تا جایی که اثرات منفی به وضوح روی حشرات دیده 

بیشتر رشد و  ،(. پژوهش های انجام گرفته روی حشرات مختلف2007شود )ون اوویک و همکاران،  می

، این موضوع که گیاهان به عنوان واسطه و منتقل کننده فلزات ولیدمثل را مورد بررسی قرار می دهندت

زات می (. اگر فل1992، 5سنگین به حشرات گیاه خوار می باشند به وضوح ثابت شده است )لینکویست

توانند بر رشد اثر بگذارند پس این توانایی را دارند که روی سامانه های دیگر حشرات همانند سامانه 

(. روی تنها فلزی است که در تمامی طبقه 2007وویک و همکاران، اگوارشی نیز اثر گذار باشند )ون 

های روی بیشتر همراه با  (. در پروتئین ها، یون2007و همکاران،  6)بروآدلی وجود داردهای آنزیمی 
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(. 2009و همکاران،  1اسیدهای آمینه آسپارتیک، گلوتامیک، سیستئین و هیستیدین می باشند )براندت

مقادیر بالای روی باعث کاهش جذب مس و آهن می شود. عوامل متعددی می توانند بر اثر فلزات 

هیت فلز است و در کنار این ویژگی، سنگین بر موجودات تاثیر گذار باشند. اولین و مهم ترین مورد ما

غلظت فلز، مدت زمان و گونه مورد آزمایش نیز توانایی تغییر در تاثیر فلزات سنگین را دارند. این موارد 

بیان کننده این است که ماهیت هر فلز از نظر ضروری بودن یا غیر ضروری بودن تا چه اندازه می تواند 

جه بعدی دارای اهمیت ویژه د. غلظت فلز در درتاثیر گذار باشبر سیستم های مختلف بدن یک جاندار 

. غلظت های بالا از فلزات سنگین  توانایی سمیت را دارند و به خوبی در تحقیقات مختلف ثابت ای است

شده است ولی این موضوع که اثر مقادیر پایین از این فلزات چگونه می توانند بر موجودات تاثیر بگذارند 

فلزات سنگین ضروری موضوع بحث،  بررسی کمتری قرار گرفته است به ویژه زمانی کهتاکنون مورد 

نزیم ها به وسیله این فلزات متلاشی شده و زیرا آ .نقش مهمی را در فیزیولوژی ایفا می کنندکه  است

سوخت و ساز بدن وارد شده و عمل ین فلزات در قدرت آنزیمی خود را ازدست می دهند. به علاوه ا

 (.1990، 2)فوسمیر ندلیسم را مختل می نمایمتابو

 آنزیم های گوارشی در حشرات-9-2

کربوهیدراتها از مهم ترین مواد غذایی مورد استفاده در حشرات می باشد. کربوهیدرات ها به عنوان منبع 

اصلی و ابتدایی انرژی توسط اکثر حشرات مصرف می شوند. بیشتر حشراتی که تاکنون آزمایش شده 

مقداری کربوهیدرات در رژیم غذایی نیاز دارند و هنگامی که نسبت کربوهیدرات افزایش می یابد  اند به

رشد بهتری دارند. کربوهیدرات اساسا به مونو ساکارید اطلاق می شوند و نشاسته و گلیکوژن، پلی 

به توانایی ساکاریدهای اصلی ذخیره ای گیاهان و حشرات می باشند استفاده از کربوهیدرات های مختلف 

حشره در هیدرولیز کردن پلی ساکارید ها و خصوصیت سیستمهای آنزیمی مشارکت کننده در 

فرآیندهای متابولیکی بستگی دارد پروتئین ها یک جزء مهم از غذای حشرات را تشکیل می دهند که 
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تئین محصولات هضم آن ها در بسیاری از فرآیندهای زیستی حشرات نقش حیاتی ایفا می کنند. پرو

ها، پلیمرهای حاصل از دهیدراتاسیون اسیدهای آمینه هستند که در آن ها هر اسید آمینه توسط یک 

نوع پیوند کووالانسی به اسید آمینه مجاور خود متصل شده است. گروهی از آنزیم ها بنام پروتئازها یا 

یی خورده شده توسط آنزیم های هیدرولیز کننده پروتئین ها، به روش های مختلف پروتئین های غذا

 (.1998، 1حشره را قابل جذب و بهره برداری می سازند. ) چپمن

ازها به نیازهای غذایی حشرات از لحاظ پیچیدگی و گسترش شاید کمتر از مهره داران نیست. این نی

ی آمینه ویژه در مراحل رشدی آنها بسیار مهم است. امروزه ثابت شده است که اگر بعضی از اسیدها

چار دتریپتوفان و سیستئین به مقداری کافی در غذای حشرات وجود نداشته باشد عمل رشد  مانند

به حضور  توانایی استفاده از مواد غذایی گیاهی و جانوری در حشرات وابستهد. اختلال شدید می شو

پروتئاز دراز و آنزیم های خاص دارد، به عبارتی تغذیه و رشد در حشرات بسته به وجود آنزیم های کربوهی

 (.1996ی و پروتئین ها در حشرات می باشد )لهان و بولر، به منظور هضم مواد قند

 آلفا آمیلاز-1-9-2

ها را در ترکیبات نشاسته ای گلیکوژن و  هستند که هیدرولیز پیوندمیلاز در برگیرنده خانواده ای آلفا آ

حوری در متابولیسم کربوهیدرات ها سایر کربوهیدرات های وابسته انجام می دهند. این آنزیم ها نقش م

در جانوران، گیاهان و میکروارگانیسم ها دارند. این آنزیم ها یکی از بزرگترین خانواده های آنزیمی گروه 

(. 2000، 2نای توالی شان طبقه بندی شده اند )آمیکو و فلریکوزیل هیدرولازها هستند که بر مبگلا

حله لاروی یا حشره کامل بر روی فرآورده های غله ای زندگی بسیاری از حشرات بویژه آنهایی که طی مر

(. تنها آلفا آمیلاز حشرات 1974، 3می کنند، برای زنده ماندن وابسته به آمیلازهایشان هستند )هوری
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و  1می باشد )فریرا L Tenebrio molitorکه ساختار سه بعدی آن مشخص شده است مربوط به گونه 

 (.2001همکاران، 

 لوکوزیداز و گالاکتوزیدازگ -2-9-2

لیکوزیدازها شامل آنزیم هایی می باشد که الیگوساکارید ها و دی ساکاریدها را هیدرولیز می کنند. گ

یم و شکست معمولا بر اساس مونوساکارید ها نام گذاری می شوند. بنابراین گلوکوز حاصل از عمل آنز

 (.1994می شود )ترا و فریرا، باندهای آنها از ناحیه آلفا یا بتا گلوکوزیدز حاصل 

(. آلفا گلوکوزیداز در دستگاه 1994را، موجودات یافت می شود ) ترا و فریاین آنزیم ها به فراوانی در 

گوارش اغلب حشرات یافت می شوند و در عده ای نظیر زنبور عسل در غدد هیپرفارنژیال سر نیز مشاهده 

( نشان دادند که عمده فعالیت این آنزیم در 2009) نو همکارا3(. هورن1972، 2شده است )بیکر و لنر

روده میانی نقش فیزیولوژیک خود را ایفا می نمایند هرچند که فعالیت این آنزیم در غدد بزاقی حشرات 

ت دالتون است. اگرچه در مواردی حالکیلو  80تا  60نیز گزارش شده است. وزن مولکولی این آنزیم بین 

کیلودالتون مشاهده شده است. به  200شناخته شده که وزن مولکولی آنها تا   اولیگومریک از این آنزیم

و  4بریکافدیده شده است ) Fabricius( melanogaster Drosophilla(عنوان مثال این حالت در

 (.2002همکاران، 

کوچک کمک می کند که از گلوکوز رها می شوند و بسیاری از  مولکول هایآلفا گلوکوزیداز در هضم 

حشرات دارای یک یا چند آلفا یا بتا گلوکوزیداز هستند که دامنه گسترده ای از کربوهیدرات های 

(. آلفا گلوکوزیداز مالتوز، ساکارز، تری هالوز، ملزیتور و 1994کوچک را هضم می کنند ) ترا و فرییرا، 

ده میانی ترشح شده استاکیوز را هیدرولیز می کند. آلفا گلوکوزیداز حشرات توسط سلولهای پوششی مع

(. یکی از ویژگی های آلفا گلوکوزیدازهای روده 1994و وارد لومن معده میانی می شود ) ترا و فریرا، 

                                                             
1  Ferreira 
2  Baker & Lehner 
3  Horne 
4  Fabrick 



28 
 

بهینه فعالیت آنهاست که در حشرات مختلف بررسی شده است. به عنوان مثال  pHمیانی حشرات 

( و در بالپولکی 2005همکاران،  )ترا و 7/3در اسیدیته  T. molitorفعالیت بهینه این آنزیم در سوسک 

Erinnys ello (L)  ( گزارش شده است متفاوت است. در 1986و همکاران،  )سانتوس 8/5در اسیدیته

برای فعالیت آلفا گلوکوزیداز در بال غشائیان و کمترین آن در سن ها مشاهده  pHحشرات بالاترین 

( در مورد 1991روده میانی می باشد. بیکر ) pH( و این صرف نظر از ارتباط با 1994است )ترا و فریرا، 

 .A( در مورد پشه ناقل تب زرد1990) و مارینوتی Sithophius oryzae (L)شپشه دندانه دار برنج  

aegypti (L)   انجام داده و نشان دادند که آلفا گلوکوزیدازهای این حشرات قادر به هیدرولیز مطالعاتی

 هستند. اولیگوساکارید ها به مالتوپنتوز

بتا گلوکوزیدازها دارای نامهای دیگر شامل جنتوبیاز و سلوبیاز نیز می باشد. بتا گلوکوزیداز در همه 

(. در حشرات، بتا گلوکوزیداز از چندین 1993، 1گیاهان، جانوران، قارچ ها و باکتری ها وجود دارد ) اسن

ی که حذف می کنند، بتا گلوکوزیداز، راسته گزارش شده است. بتا گلیکوزیداز ها بسته به مونوساکارید

(. فریرا و همکاران 1997و همکاران،  2بتا گالاکتوزیداز، بتا زایلوزیداز و غیره نامیده می شوند )دیویس

( آزمایشات گسترده ای جهت بررسی فعالیت آنزیم بتا گلوکوزیداز روی سوبستراهای مختلف در 1998)

و راست بالان انجام دادند. همچنین پونتو و  بال غشائیانن، حشرات راسته سخت بالپوشان، بالپولکدارا

را با استفاده    Apis mellifera(.L) ( فعالیت بتا گلوکوزیداز در روده میانی زنبور عسل2002) 3لو

 مورد مطالعه قرار دادند. p-nitrophrnyl-β-D-glocosideسوبسترای 

ا و بتا گلوکوزیداز حشرات از راسته های مختلف مطالعات بسیاری در مورد ویژگیهای بیو شیمیایی آلف

و همکاران  5(، آزودو2000و همکاران ) 4مانند بالپولکداران، ناجوربالان و سخت بالپوشان توسط مارانا
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(، 2010و همکاران ) 3(، رمزی2009و همکاران ) 2(، یاپی2006و همکاران ) 1(، ناکونیزی2003)

 غیره انجام گرفته است.و ( 1999) (، فریرا و همکاران1991) ( و بیکر2010و همکاران ) 4قدمیاری

و  pH( به مطالعه آنزیم آلفا گالاکتوزیداز و خصوصیات بیوشیمیایی و اثرات دما، 2001) 5گراسمن و ترا

  Spodoptera frugiperda (S) و T. molitorترکیبات شیمیایی روی آن در روده میانی لاروهای 

 پرداختند.

 ز هاپروتئا -3-9-2

ئازها آنزیم های آنزیم های مسئول هیدرولیز کامل پروتئین ها به اسیدهای آمینه، پروتئازها هستند. پروت

شند. عمل کننده روی پیوندهای پپتیدی هستند و شامل اندو پپتیدازها و اگزو پپیتدازها می با

فعالیت آن ها به  بر pHن اثر پروتئینازها براساس مکانیزم کاتالیک با استفاده از معرف های ویژه یا تعیی

 ( که عبارتند از :1994زیر رده هایی تقسیم می شوند )ترا و فریرا، 

 الف (  سرین پروتئازها : این آنزیم ها دارای فعالیت بهینه در محیط قلیایی می باشند.

 ب ( سیستئین پروتئینازها : فعالیت بهینه آن ها در شرایط اسیدی است.

 می باشد. 5کمتر از  pHنازها : فعالیت بهینه آن ها در ج ( آسپارتیک پروتئی

 د ( متالو پروتئینازها : نیاز به یک یون فلزی در فرآیند کاتالیز دارند.

نتهای کربوکسیلی اگزو پپتیدازها شامل آنزیم هایی هستند که یک اسید آمینه را از انتهای آمینی یا از ا

مینه می آنجر به هیدرولیز پیوند پپتیدی بین دو اسید زنجیره هیدرولیز می کنند. دی پپتیدازها م

 گردند.
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 سرین پروتئازها -4-9-2

از آنزیم های این گروه میتوان به تریپسین، کیموتریپسین و الاستاز اشاره نمود. آنزیم های مذکور از 

وند. وارد واکنش می ش و در نتیجه با سوبستراهای مختلفیلحاظ ساختمانی با همدیگر متفاوت بوده 

خانواده از سرین پپتیدازها وجود دارد که با توجه به اسید آمینه موجود در محل کاتالیک از  40حدود 

 ، SA  ،SB،SC گروه بندی می گردند : (Clan)خانواده به هفت کلان  40هم تفکیک می شوند، این 

 SE , SF ،SH و TA  (1998و همکاران، 1)بارت. 

SAسپارتیک فعال خود به ترتیب دارای اسید آمینه های هیستیدین، آ : آنزیم های این گروه در محل

 اسید و سرین می باشند.

SBید، : آنزیم های این گروه در محل فعال خود به ترتیب دارای اسید آمینه های آسپارتیک اس

 هیستیدین و سرین می باشند.

SE ن می باشند.های سرین و لیزی: آنزیم های این گروه در محل فعال خود به ترتیب دارای اسید آمینه 

SCتیک اسید : آنزیم های این گروه در محل فعال خود به ترتیب دارای اسید آمینه های سرین، آسپار

 و هیستیدین می باشند.

SFن یا سرین : آنزیم های این گروه در محل فعال خود به ترتیب دارای اسید آمینه های سرین و لیزی

 و هیستیدین می باشند.

SHرین و م های این گروه در محل فعال خود به ترتیب دارای اسید آمینه های هیستیدین، س: آنزی

 هیستیدین می باشند.

TA.آنزیم هایی را شامل می شود که گروه نوکلئوفیل در انتهای آمین آنها می باشد : 

                                                             
1  Barret 



31 
 

گروه  SF و SE هیدروکسیل اسید آمینه هیستیدین و در SA ،SB ، SC ، SHگروه نوکلئوفیل در کلان 

 (. 1998و همکاران،  1)بارت هیدرکسیل لیزین می باشد

 تریپسین -5-9-2

 109توسط کوهن در ترشحات پانکراس تشخیص داده شد. حدود  1876تریپسین اولین بار در سال 

(، که 2005و همکاران،  2ثبت شده است )گیلبرت 2003توالی تریپسین حشرات در بانک ژن تا مارس 

(، 2010، و همکاران4تاتلی(، سخت بالپوشان )2002و همکاران،  3لق به سن ها )زنگبسیاری از آنها متع

و  6بالپولکداران )ژو( و 2004و همکاران، 5رابوسی(، کک ها )2005دوبالان )گیلبرت و همکاران، 

 ( می باشند.2002همکاران، 

سیلی ز طرف کربوکتریپسین ها سرین پروتئینازهایی هستند که ترجیحا زنجیره های پروتئینی را ا

شی در بیشتر اسیدهای آمینه بازی مانند آرژنین یا لیزین می شکنند. فعالیت آنزیم شبه تریپسین گوار

ود حشرات گزارش شده است. بیشتر تریپسن های گزارش شده در حشرات دارای وزن مولکولی در حد

ینه بدون فعالیت به pHقدار ( می باشند. م 5تا  4)دامنه  pH کیلودالتون و مقادیر مختلف 35تا  20

ریپسین های ت(. 9تا  8موجود در روده میانی همیشه قلیایی است )غالبا بین  pHهیو گونه سازگاری با 

لوله  pHتر بودن بهینه بالاتری برای فعالیت تریپسین به دلیل بالا pHخالص شده از بالپولکداران مقدار 

نها در از چندین حشره فعالیت هیدرولیزی ویژه آ گوارش نشان می دهند. در تریپسین استخراج شده

 (.1994پلی پپتیدها مشخص شده است )ترا و فریرا، 

 کیمو تریپسین -6-9-2

 22ثبت شده است که متعلق به  2003توالی از کیموتریپسین حشرات در بانک ژن تا مارس  63حدود 

والی ها متعلق به راسته نیم بالپوشان (. این ت1998)بارت و همکاران،  راسته حشرات می باشد 6گونه از 
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و  2(، بال غشائیان )ویت ورس2010تاتلی و همکاران، ) (، سخت بالپوشان2002و همکاران،  1)کلباچ

( و 1994و همکاران،  3(، دوبالان )کاسو2004رابوسی و همکاران، (، کک ها )1998همکاران، 

یموتریپسین ها سرین پروتئینازهایی هستند که ( می باشند. ک1995و همکاران،  4بالپولکداران )پترسون

زنجیره پروتئینی را از طرف کربوکسیل اسیدهای آمینه آروماتیک همچون فنیل آلانین، تریپتوفان، 

 (.1998تیروزین و لوسین می شکنند ) بارت و همکاران، 

بهینه  pHد و دالتون می باشن 30تا  20بیشتر کیموترپسین های حشرات دارای وزن مولکولی در حدود 

ا در هروده میانی می باشد. کیموتریپسین  pHبدون سازگاری با  11تا  8فعالیت آن ها در حدود 

) ترا و فریرا،  بهینه بالاتری نسبت به دیگر حشرات می باشد pHبالپولکداران همانند تریپسین ها دارای 

1994 .) 

 الاستاز -7-9-2

 Teleogryllus commodusبه الاستازها را درسیرسیرک ( ش1990) از زمانی که کریستلر و همکاران

(Walker) رفت.تشخیص دادند، شناسایی این آنزیم در بسیاری دیگر از حشرات مورد بررسی قرار گ 

 لیپاز -8-9-2

 آسیل دی در را استر کربوکسیل های گلیسرول آسیل تری هیدرولازهای عنوان به عموماً  لیپاز آنزیم

 بنابراین شکند، می گلیسرول ها آسیل تری در بویژه و لیپیدها فسفو و لیپیدها گالاکتو گلیسرول ها،

 لیپازها (.2009 همکاران، و هورن) دارند لیپید از بهره برداری و انتقال جذب، کنترل در کلیدی نقش

 به چرب اسیدهای با همراه گلیسرول ها مونو و دی به را گلیسرول تری که هستند آنزیمها از گروهی

 (2001 همکاران، و شارما ;2008 همکاران، و 5مرداکوویو) میکنند هیدرولیز جانبی محصولات انعنو

                                                             
1  Colebatch 
2  Withworth 
3  Casu 
4  Peterson 
5  Mrdakovic 
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و همکاران،  1)حسن میکنند کاتالیز نیز را بازها و اسیدها تجزیه آمینها، و کردن استری این بر علاوه

2009.)  

 آنها تهایفعالی و یمیاییش و فیزیکی ویژگیهای و یافته گسترش طبیعی عالم در وسیع بطور لیپاز آنزیم

 و داکوویومر) شده است بررسی قارچها و مخمرها باکتریها، گیاهان، جانوران، گونه های از بسیاری در

 (.2008 همکاران،

میباشند )ماجومدر و  مهم بسیار بالپولکداران در بالغ حشرات ظهور طول در اندازی پوست برای لیپیدها

 لیپیدها مثال عنوان به میدهند، انجام حشرات در را مختلفی اعمال ازهالیپ و لیپیدها (. 1979، 2سنگوپتا

 درصد 40 تقریباً لیپیدها. مینمایند شایانی کمک ماده ها، بیشتر توسط تخم های تولید و تولید مثل به

 (. ماده های1988همکاران،  و 3کاوویا) میدهند تشکیل را  Manduca sexta(.L)ی تخم ها خشک وزن

 که( 1991، 4زیگلر) می یابد افزایش تعداد این تغذیه از پس اما میگذارند کمی تخم های ادتعد گرسنه

و  5همتی) است شده مشاهده هم  Helicoverpa armigera(Hubner) پنبه قوزه کرم در رفتار این

 (.2017همکاران، 

 می هیدرولیز را ها رولگلیس آسیل تری ها آنزیم این و می شوند تولید میانی معده های سلول از لیپازها

در  بویژه ها گونه از بعضی در. است همراه آزاد چرب های اسید و گلیسرول مونوآسیل تشکیل با که کنند

 گلیسرول تولید به منجر هیدرولیز و آسیل انتقال دارند میانی معدهبالایی در مجرای  pHبالپولکداران که 

 (.2001ان، و همکار 6اسیدهای چرب آزاد می شوند )کاناوسو و

 

 

                                                             
1  Hasan 
2  Majumder & Sengupta 
3  Kawooya 
4  Ziegler 
5  Hemati 
6  Canavoso  
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 فصل سوم

           مواد و روشها                  
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 جمع آوری لاروها -1-3

جهت انجام آزمایش ها ابتدا، با  Cydia pomonella  (.L)به منظور جمع آوری لاروهای کرم سیب

 21شد. معمولا استفاده از تله های فرمونی کرم سیب، اوج پرواز حشرات کامل این آفت ردیابی و تعیین 

آوری  روز بعد از تاریخ اولین ظهور که با شمارش پروانه های جلب شده به تله ها ثبت می شد، جمع

میوه های سیب رقم نار از باغات مختلف شهرستان تربت جام انجام می شد. با توجه به اینکه کرم سیب 

های بهار و تابستان ادامه  صلنسل در سال دارد، تله گذاری و جمع آوری میوه های آلوده در ف 4-3

از محل  5داشت. میوه های آلوده  معمولا محتوی یک عدد لارو بودند که با باز کردن میوه ها، لارو سن 

دالان لاروی به آرامی و با استفاده از یک پنس برداشته شده و جهت انجام آزمایشات مورد استفاده قرار 

به سن پنج نرسیده بودند، لاروها به روی میوه سیب سالم  می گرفت. چنانچه لاروها هنوز کوچک بوده و

درصد و دوره  ±50 10درجه سانتیگراد و رطوبت نسبی ±27 1منتقل شده و در شرایط آزمایشگاه دمای

شدند تا تغذیه خود را کامل کرده و کاملا پشت گلی ( نگهداری میروشنایی :)تاریکی  16: 8نوری 

میلیمتر و سطح  2-4میلیمتر، عرض کپسول سر 15-20ن لارو سن پنجشوند. لازم به ذکر است طول بد

 پشتی بدن آن صورتی گلی رنگ است.

 تشریح لارو ها و جدا سازی لوله گوارشی -2-3

( عمل شد. ابتدا لاروها 1993) 1براساس روشن کوهن  به منظور جداسازی لوله گوارشی از بدن لاروها

به کمک دو عدد پنس، سر لارو را جدا کرده و با استفاده  روی قطعات یخ بی حس شدند. سپس روی یخ

از اسکالپل، بدن لارو را به شکل طولی برش داده و بدین ترتیب لوله گوارش به طور کامل آشکار شد و 

لوله گوارش در داخل میکروتیوب  پس از حذف بافت های چربی لوله گوارشی از بدن استخراج می شد.

درجه  -20ر قرار داده شد. نمونه های تشریح شده بلافاصله  در دمای میلی لیت 5/1هایی با حجم 

 سانتیگراد تا زمان استفاده نگهداری می شدند.

                                                             
1 Cohen 
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 تهیه عصاره آنزیمی -3-3

 نمونه ها 1همگن سازی -3-3-1

 4ر دمای نمونه های درون میکروتیوب ها، به وسیله یک همگنه ساز شیشه ای با مقداری آب مقطر و د

 راد بطور جداگانه همگنه سازی شدند.درجه سانتیگ

 سانتریفیوژ نمونه ها -2-3-3

برای این  .SIGMA, 3-16 KL)هموژینایز شده سانتریفیوژ گردید ) با توجه به نیاز آزمایش، نمونه های

دقیقه سانتریفیوژ  10 در دقیقه به مدت 12000با سرعت  درجه سانتیگراد 4منظور نمونه ها در دمای 

درجه سانتیگراد تا زمان استفاده  -20به عنوان منبع آنزیمی در دمای  2ین نمونه هاشد، بخش رو نش

 نگهداری شدند.

 تهیه بافر -4-3

-ستاتمناسب برای فعالیت های آنزیمی، بافر یونیورسال ا pHبرای آزمایش های آنزیمی و تعیین 

( را  pH=2-12لیایی )های اسیدی و ق pHمیلی مولار که دامنه وسیعی از  40ورات سدیم ب-فسفات

 شامل می شود مورد استفاده قرار گرفت.

 تهیه معرف ها -5-3

 3معرف دی نیترو سالسیلیک اسید -3-5-1

 50ه حجم بمیلی لیتر از این معرف یک گرم دی نیترو سالسیلیک اسید را با آب مقطر  100برای تهیه 

ده و هم تارتارات به آن اضافه کر گرم سدیم پتاسیم 30میلی لیتر رسانده به خوبی حل کرده، سپس 

ن افزوده و آمیلی لیتر از محلول سدیم هیدروکسید دو مولار به  20زده تا کاملا یکنواخت گردد. سپس 

مربوط  این معرف برای احیای واکنش های  میلی لیتر رسانده می شود. 100حجم کل با آب مقطر به 

 عصاره آنزیم استفاده می شود.به آنزیم آلفا آمیلاز و رنگی شدن ترکیب بافر و 

                                                             
1  Homogeniz 
2  Supernatant 
3  DNSA 
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  1معرف تری کلرو استیک اسید -3-5-2

 درصد تهیه شد. 10- 30این معرف به منظور متوقف کردن واکنش های پروتئولیتیک در غلظت

 سوبستراها -6-3

سوبسترای ویژه برای سنجش فعالیت تریپسین که در  :2نیتروآلانید -پی-آرژنین-ال-بنزوئیل -1

 لی مولار مورد استفاده قرار گرفت.می 1غلظت  نهایی 

سوبسترای ویژه برای  :3نیترو آلانید -پی-فنیل آلانین-پرولین-آلانین-آلانین-ساکسینیل -2

 میلی مولار مورد استفاده قرار گرفت. 1سنجش فعالیت کیمو تریپسین که در غلظت نهایی 

ویژه برای سنجش  سوبسترای :4نیتروآلانید-پی-آلانین-آلانین-آلانین-ساکسینیل-ان -3

 میلی مولار مورد استفاده قرار گرفت. 1فعالیت الاستاز که در غلظت نهایی 

سوبسترای ویژه برای سنجش فعالیت آلفا گلوکوزیداز که  :5پارا نیتروفنیل آلفا گلوکوپیرانوزید -4

 میلی مولار تهیه شد. 5در غلظت نهایی

ی ویژه برای سنجش فعالیت بتا گلوکوزیداز که در سوبسترا :6پارا نیتروفنیل بتا گلوکوپیرانوزید -5

 میلی مولار تهیه شد. 5غلظت نهایی 

 ورد استفاده قرار گرفت.م %1سوبسترا برای سنجش فعالیت آلفا آمیلاز که در غلظت  نشاسته:-6

میلی  1ز عمومی در غلظت نهایی سوبسترای تخصصی برای سنجش فعالیت پروتئاآزوکازئین : -7

 د.تهیه ش مولار

                                                             
1  TCA 
2  BApNA 
3  SAAPPpNA 
4  SAApNA 
5  pNPαGlu 
6  pNPβGlu 
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 50سترای تخصصی برای سنجش فعالیت لیپاز که در غلظت نهایی سوبپارانیترو فنیل بوتیرات: -8

 میلی مولار تهیه شد.

 سنجش فعالیت گلوکوزیدازی -7-3

 بهینه آنزیم آلفا آمیلاز pHتعیین  -1-7-3

 لیتر سوبسترامیکرو 15( و 5-11) pH میکرولیتر بافر با دامنه 100میکرولیتر آنزیم و  20بدین منظور 

درجه سانتیگراد انکوبه شد.  38دقیقه در حمام بن ماری با دمای  35( مخلوط و به مدت %1)نشاسته 

دقیقه  10به منظور متوقف کردن واکنش اضافه و برای مدت  DNSمیکرولیتر معرف  25سپس مقدار 

ریخته و با طول میکرولیتر از مخلوط را داخل چاهک های پلیت  100در آب جوش قرار گرفت. سپس 

، 1( خوانده و نتایج ثبت شد )برن فلدELX-800)مدل  نانومتر با دستگاه میکروپلیت ریدر 540موج 

1955.) 

 تعیین دمای بهینه آنزیم آلفا آمیلاز -2-7-3

بسترا )نشاسته میکرولیتر سو 15بهینه و  PHمیکرولیتر بافر با  100میکرولیتر آنزیم و  20بدین منظور 

ه شد. ( انکوب 20-30-35-40-45-50دقیقه در حمام بن ماری با دمای ) 15و به مدت  ( مخلوط 1%

ز امیکرولیتر  100به منظور متوقف کردن واکنش افزوده،  DNSمیکرولیتر معرف  25سپس مقدار 

ت ریدر نانومتر با دستگاه میکروپلی 540مخلوط حاصل را در چاهک های پلیت ریخته و با طول موج 

 (.1955ایج ثبت شد )برن فلد، خوانده و نت

 بهینه آنزیم های آلفا گلوکوزیداز و بتا گلوکوزیداز pH  تعیین -3-7-3

 3( و پری1986و همکاران ) 2لوگلوکوزیداز براساس روش -گلوکوزیداز و بتا-تعیین فعالیت آنزیم های آلفا

 ( با اندکی تغییر انجام شد.1996)

                                                             
1  Bernfeld 
2  Low 
3  Parry 
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میکرولیتر  5در حضور  pH= 5-13میکرولیتر بافر با  85می و زیمیکرولیتر عصاره آن10به این منظور 

دقیقه انکوبه شدند. سپس با  30به مدت  pNPβGlu  ،pNPαGluسوبسترای اختصاصی به ترتیب 

د شده توسط مولار واکنش متوقف و میزان پارانیتروفنل آزا دومیکرولیتر سدیم هیدروکسید  50افزودن 

 نانومتر اندازه گیری و نتایج ثبت گردید. 405میکروپلیت ریدر در طول موج 

 تعیین دمای بهینه آنزیم های آلفا گلوکوزیداز و بتا گلوکوزیداز -4-7-3

یکرولیتر م 5بهینه در حضور  PHمیکرولیتر بافر با  85میکرولیتر عصاره آنزیمی و 10به این منظور 

در دمای مورد آزمایش دقیقه  30به مدت  pNPβGlu  ،pNPαGluسوبسترای اختصاصی به ترتیب 

مولار  میکرولیتر سدیم هیدروکسید دو 50گرفتند. سپس با افزودن  ( قرار50-45-40-35-20-30)

ومتر اندازه نان 405واکنش متوقف و میزان پارانیتروفنل آزاد شده توسط میکروپلیت ریدر در طول موج 

 گیری و نتایج ثبت گردید.

 سنجش فعالیت پروتئولیتیکی -8-3 

 بهینه آنزیم های سرین پروتئازها pH  تعیین -1-8-3

های تریپسین، کیموتریپسین و الاستاز در عصاره لوله گوارشی بررسی وجود و میزان فعالیت اندوپروتئیناز

( انجام 1993و هارد ) 1کرنو-کرم سیب با استفاده از سوبستراهای تخصصی و بر اساس روش گارسینا

 شد.

 5میلی مولار و به میزان  1در غلظت نهایی  BApNA ,SAAPPpNA ,SAAApNAسوبستراهای 

 85الاستاز در حجم و میکرولیتر به ترتیب برای تشخیص پروتئاز های تریپسین، کیموتریپسین 

 کروپلیت ریدرمیکرولیتر عصاره آنزیمی آغاز شد. با استفاده از می 10و  pH= 11-5 میکرولیتر بافر با

فواص  دقیقه و 20در زمان کل  نانومتر 405وط حاصل در طول موج مقدار فعالیت آنزیمی و جذب مخل

 دقیقه ثبت گردید. زمانی یک

                                                             
1 Garcia-Carreno 
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 تعیین دمای بهینه آنزیم های سرین پروتئازها  -2-8-3

استفاده شد. این   BApNA ,SAAPPpNA ,SAAApNA این سنجش از سوبستراهای اختصاصی در

بهینه  pHمیکرولیتر بافر با  85عصاره آنزیمی  و میکرولیتر  10میکرولیتر به  5سوبستراها به حجم 

قرار گرفتند. با استفاده از میکروپلیت ریدر مقدار  ( 20-30-35-40-45-50)افزوده شد و در دمای 

دقیقه و فواصل زمانی  20نانومتر در زمان کل  405فعالیت آنزیمی و جذب مخلوط حاصل در طول موج 

 دقیقه ثبت گردید.  یک

 بهینه پروتئاز عمومی pH  تعیین -3-8-3

 90میکرولیتر عصاره آنزیمی و  15درصد،  1میکرولیتر محلول آزوکازئین  30مخلوط واکنش شامل 

درجه انکوبه شد.  35دقیقه در دمای  60( می باشد که به مدت 5-11موردنظر ) pHمیکرولیتر بافر با 

درصد، متوقف و آزوکازئین هیدرولیز  30د استیک اسی کلرومیکرولیتر تری 30هضم پروتئینی با افزودن 

ساعت به طور کامل  5/1درجه سانتیگراد به مدت  4نشده موجود در واکنش، با قرار دادن در دمای 

دقیقه سانتریفیوژ گردید. حجمی مساوی از  10به مدت  15000رسوب داده شد و سپس با سرعت 

 نانومتر تعیین گردید. 440در طول موج سدیم هیدروکسید یک مولار به رونشین افزوده و جذب آن 

 تعیین دمای بهینه پروتئاز عمومی -4-8-3

میکرولیتر  90میکرولیتر عصاره آنزیمی و  15درصد،  1میکرولیتر محلول آزوکازئین  30بدین منظور 

( 20-30-35-40-45-50دقیقه در دماهای مورد آزمایش ) 60بهینه مخلوط و به مدت  PHبافر با 

درصد، متوقف و  30میکرولیتر تری کلرو استیک اسید  30هضم پروتئینی با افزودن  انکوبه شد.

 5/1درجه سانتیگراد به مدت  4آزوکازئین هیدرولیز نشده موجود در واکنش، با قرار دادن در دمای 

دقیقه سانتریفیوژ گردید.  10به مدت  15000ساعت به طور کامل رسوب داده شد و سپس با سرعت 

نانومتر  440ی از سدیم هیدروکسید یک مولار به رونشین افزوده و جذب آن در طول موج حجمی مساو

 .تعیین گردید
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 فعالیت لیپولیتیک -9-3

 بهینه آنزیم لیپاز pH  تعیین -1-9-3

رای همگن نمودن ببا توجه به اینکه لیپاز ها به غشا متصل هستند، بنابراین از بافر فسفات ترایتون دار 

خلوط نموده، میکرولیتر بافر فسفات م 180میکرولیتر عصاره آنزیمی را با  20ه شد. حجم نمونه استفاد

واکنش  میکرولیتر سوبسترای اختصاصی پارانیتروفنیل بوتیرات اضافه و هم زده شدند. جذب 20سپس 

 ود.دقیقه اندازه گیری می ش 15دقیقه تا  1نانومتر به طور پیوسته با فاصله زمانی  405در 

 تعیین دمای بهینه آنزیم لیپاز -2-9-3

موده، میکرولیتر بافر فسفات مخلوط ن 180میکرولیتر عصاره آنزیمی را با  20برای سنجش، حجم  

دماهای  میکرولیتر سوبسترای اختصاصی پارانیتروفنیل بوتیرات اضافه شده. محلول حاصل در 20سپس 

ذب ام بن ماری قرار گرفت. سپس جدقیقه در حم 10(  به مدت 50-45-40-35-30-20) مورد نظر

 ی می شود.دقیقه اندازه گیر 15دقیقه تا  1نانومتر به طور پیوسته با فاصله زمانی  405واکنش در 

 

و  اثر یون های فلزی بر فعالیت آنزیم های آلفا و بتا گلوکوزیداز، سرین پروتئازها -10-3

 لیپاز

در   2Cu+و مس 2Zn+روی  ، 2Mn+، منگنز Mg 2+،  منیزیم2Fe+در این آزمایش اثر یون های آهن 

ین پروتئازها میلی مولار روی فعالیت آنزیم های آلفا و بتا گلوکوزیداز، سر 10و  5غلظت های متفاوت 

یتر بافر، میکرول 85و لیپاز بررسی شدند. پس از تهیه غلظت های مشخص از یون های نامبرده، مقدار 

خلوط و ممیکرولیتر عصاره آنزیمی با هم  10ترای اختصاصی ومیکرولیتر سوبس 5میکرولیتر یون،  10

 نانومتر تعیین گردید. 450جذب آن در طول موج 
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 تعیین پروتئین کل -11-3

(. از غلظت پروتئین 1951و همکاران  1غلظت پروتئین نمونه ها با استفاده از روش لوری انجام شد )لوری 

، 04/0ر میلی لیتر( یک طیف رقیق شده به صورت )میلی گرم ب10)  استاندارد سرم آلبومین گاوی

 20( تهیه شد. سپس از هریک از این غلظت ها در سه تکرار، 10، 5، 5/2، 2/1، 6/0، 3/0، 15/0

میکرولیتر معرف بردفورد وارد کرده تا رنگ موردنظر ظاهر گردد. سپس منحنی  1000میکرولیتر را در 

نانومتر نسبت به غلظت پروتئین تهیه   630ها در طول موج  استاندارد بر اساس رسم میزان جذب نمونه

 .گردید

 
Protein concentration(mg/ml)                                                                                    

 روتئینمنحنی استاندرارد پ -6-2شکل                                                      

 تجزیه داده ها -12-3

انجام شد.  SAS.901آزمایشات در قالب طرح کاملا تصادفی انجام شد. تجزیه داده ها با نرم افزار  

 مقایسه میانگین ها با آزمون چند دامنه ای توکی صورت گرفت.  
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 زایمو گرام آلفا آمیلاز -13-3

کننده رشی با استفاده از ژل پلی اکریل آمید جدا زایموگرام فعالیت آنزیم آلفا آمیلاز در عصاره لوله گوا

 (1997و همکاران،  روش داویس) native-PAGEدرصد و به صورت  درصد و ژل متراکم کننده چهار 10

و بدون استفاده از مرکاپنواتانول و جوشاندن انجام شد. بعد از اینکه خط حرکت بافر که به وسیله رنگ 

ژل در زیر  قسمت انتهایی ژل رسید جریان برق دستگاه قطع گردید. آبی برموفنل آبی دیده می شود به

جریان آرام آب از بین صفحات شیشه ای خارج و با آب مقطر شستشو داده شد. در ادامه به مدت یک 

 2CaCl 20و  %1( محتوی نشاسته  10=pH)  )HCL-Tris (مولار تریس 5/0میلی لیتر بافر  50ساعت در 

د. بعد از نفوذ سوبسترا به داخل ژل آن را با آب مقطر شسته و برای نمایان شدن میلی مولار غوطه ور ش

میلی مولار  2I 10محلول لوگول متشکل از  باندها و متوقف کردن واکنش در محلول لوگول قرار گرفت.

میلی مولار بوده و باعث رنگ آمیزی قسمت هایی از نشاسته که واکنش نداده می شود و در  KI 14و 

از باندهای ظاهر شده  (E-BOX-VX5) ه باندهای روشن ظهور می کنند. در پایان توسط ژل داکنتیج

 .عکسبرداری شد

 مواد لازم

گرم بیس اکریل آمید در حدود  8/0گرم اکریل آمید و  30درصد(:  30محلول استوک اکریل آمید )-1

رسانده شد و محلول در میلی لیتر  100میلی لیتر آب مقطر حل گردید و سپس حجم نهایی به  50

 ظرف تیره نگهداری گردید.

گرم  2/18است. برای تهیه آن   pH= 8/8 مولار تریس با 5/1بافر ژل پایین: این بافر دارای غلظت  -2

پایین  8/8مولار تا دو آن با اسید کلریدریک  pHمیلی لیتر آب مقطر حل گردید. سپس 70تریس باز در 

 میلی لیتر رسانده شد. 100مقطر به آورده شد و حجم نهایی  با آب 
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گرم تریس  1/6است. برای تهیه آن   pH= 8/6مولار تریس با  5/0بافر ژل بالا: این بافر دارای غلظت -3

تنظیم  8/6آن به  pHمولار  قطر حل شد. سپس با اسیدکلریدریک دومیلی لیتر آب م 50باز در حدود 

 لی لیتر رسانده شد.می 100گردید و حجم نهایی آن با آب مقطر به 

میلی مولار گلیسین است. برای  192میلی مولار تریس باز و  25بافر الکترود: این بافر دارای غلظت  -4

این  pHمیلی لیتر آب مقطر حل می شود ) 200گرم گلیسین در  88/2گرم تریس باز و  6/0تهیه آن 

 است و نیازی به تنظیم ندارد(. 3/8بافر حدود

 10میلی لیتر گلیسرول و  pH ،25= 8/6مولار با  میلی لیتر تریس یک 15(:  شامل x5بافر نمونه) -5

میلی لیتر آب مقطر می باشد. پس از مخلوط کردن این مواد، چند بلور بروموفنل اضافه می شود تا بافر 

 به رنگ آبی تیره درآید.

ی لیتر آب مقطر حل می گرم پرسولفات آمونیوم در یک میل 15/0درصد:  5/1پرسولفات آمونیوم  -6

 گردد ) در هر بار نیاز، محلول تازه آن مورد استفاده قرار گرفت(.

7- (Tetramethylethylenediamine N-N)،N،N، TEMED به میزانی که در دستور العمل گفته شده

 است مورد استفاده قرار می گیرد.

 زایموگرام پروتئازها -14-3

، برای نمونه یک آنزیم، در ضمن حفظ فعالیت خود تا حد امکان در مواردی لازم است که یک پروتئین

از بقیه پروتئین ها جدا شود. در چنین مواردی روش هایی از الکتروفورز که پروتئین را واسرشته نکند، 

از روش های متداولی است که به این هدف   (PAGE)ضروری است. الکتروفورز در ژل پلی آکریل آمید

بیعی، اندازه و شکل پروتئین ها از عمده ترین عوامل موثر در جداسازی این مولکول بکار می رود. بار ط

است. جداسازی پروتئین ها در ژل های دارای منافذ بزرگ )برای مثال پلی آکریل آمید   PAGEها در

 با غلظت کم( عمدتا متاثر از تفاوت بار الکتریکی است.
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PAGE  سیستم ب_در سیستم بافری تریس( ا گلیسینpH که ابتدا توسط داویس ارائه گرد )ید، بازی

لکتریک اغلب متداول ترین سیتم بافری برای الکتروفورز پروتئین ها در شرایط طبیعی است. نقطه ایزوا

طرف قطب مثبت بازی دارای بار منفی هستند و به  pHقرار دارد. این مواد در  4-7پروتئین ها در دامنه

 )آند( حرکت می کنند.

 زایموگرام پروتئازهای ویژه -1-14-3

 12در این بررسی تشخیص الکتروفورزی سرین پروتئینازها با استفاده از ژل پلی اکریل آمید جدا کننده 

( 2005،  و همکاران 1درصد و ژل متراکم کننده چهار درصد و به طریقه هم پوشانی و به روش )وینوکورو

 انجام شد.

( ژل به آرامی با کمک آب native-PAGEکتروفورز )به صورتدر این روش پس از به پایان رسیدن ال

-Tris)دقیقه در بافر تریس اسیدی  10مقطر از بین صفحات شیشه ای الکتروفورز خارج و به مدت 

HCL)50 10میلی مولار=pH  وی صفحات ر قرار گرفت. در مرحله بعد ژل با آب مقطر شستشو و بر

ه به طور جداگانه در سوبسترای اختصاصی تریپسین، دقیق 40نیتروسلولزی که از قبل به مدت 

کیموتریپسین و الاستاز غوطه ور شده بودند، قرار گرفت. ژل به همراه صفحات نیتروسلولزی در داخل 

درجه سانتیگراد انکوبه شد. به محض ظاهر شدن خطوط زرد کمرنگ صفحات  37دسیکاتور در دمای 

برای مشخص شدن باندها و پارا نیترو آنیلین آزاد شده، صفحات نیتروسلولزی را از روی ژل برداشته شد. 

%  05/0 4و ان نفتیل اتیلن دیامین % 5/0 3، سولفامات آمونیوم% 1/0 2داخل محلول سدیم نیتریت

دقیقه و به ترتیب قرار داده شد. در پایان تصویر باندهای صورتی رنگ ظاهر شده  5هرکدام به مدت 

لیت تریپسین، کیموتریپسین و الاستازی عصاره لوله گوارشی توسط ژل بروی صفحات مربوط به فعا

 داک ثبت گردید.

                                                             
1  Vinokorov 
2  Sodium nitrite 
3  Ammonium sulfamate 
4  N-(1-naphthyl) ethylenediamine 
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 زایموگرام پروتئاز عمومی -2-14-3

(. بدین منظور پس از 1991انجام شد )روش بیکر،  native-PAGEالکتروفورز نمونه آنزیمی به صورت

یب با بافر نمونه مخلوط و در چاهک آماده شدن ژل بالا و ژل پایین، عصاره آنزیمی لوله گوارشی کرم س

ها ریخته شد. برای مشاهده فعالیت آنزیم بعد از اینکه خط حرکت بافر که به وسیله رنگ آبی کوماسی 

بلو دیده می شود به قسمت انتهایی ژل رسید، جریان برق دستگاه قطع گردید. سپس ژل به آرامی با 

میلی لیتر بافر  60دقیقه در  10خارج و به مدت کمک آب مقطر از بین صفحات شیشه ای الکتروفورز 

قرار گرفت و روی شیکر به آرامی حرکت داده شد و بعد با آب مقطر شستشو و به   pH=10گلایسین 

بر روی شیکر  % 25/0میلی لیتر بافر گلایسین حاوی سوبسترای هموگلوبین  100مدت سه ساعت در 

قرار گرفت تا سوبسترا به داخل ژل نفوذ و آنزیم بر آن عمل کند. در پایان ژل با آب مقطر شسته و فورا 

حجمی(  40: 10: 50آب )به نسبت های  -استیک اسید -در متانول R-250%(  1/0با کوماسی بلو )

زمینه شفاف ادامه یافت )حداقل رنگ آمیزی و ثابت شد، رنگ بری تا زمان ظهور باندهای کاملا واضح در 

ساعت(. پس از به دست آوردن ژل های با وضوح مناسب باندها توسط دستگاه ژل داک تصویر  2

 دیجیتالی به دست آمد.
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له گوارشی لارو سن پنجم کرم سیب پس از استخراج از بدن لارو، تشریح شد و بخشهای روده جلویی، لو

 روده میانی و روده عقبی مشخص شده و لوله های مالپیگی در ابتدای بخش عقبی روده مشاهده گردید.

یانی لوله بر اساس مشاهدات، بخش جلویی لوله گوارش لوله ای شکل و کشیده است. در ادامه، بخش م

گوارش به عنوان محل اصلی هضم و جذب غذا و فعالیت آنزیم های گوارشی حجیم تر از بخش اول 

مشاهده می شود. این قسمت، تیره تر از بخش های اول و سوم لوله گوارش است که به دلیل هضم غذا 

ی دفع مواد و فعالیت آنزیم های گوارشی می باشد. در نهایت بخش سوم لوله گوارش که مسئول اصل

زاید و باز جذب آب و املاح می باشد قرار گرفته است. ترشح آنزیم های گوارشی در این قسمت بر اساس 

 ( به میزان اندکی صورت می گیرد.2003و همکاران،  1گزارشات ) ونتر

 نجم کرم سیبپبخش های مختلف لوله گوارشی در لارو سن  -1-4شکل                         

 

زمایشات این تحقیق نشان دهنده تاثیر معنی دار اسیدیته و دما بر فعالیت آنزیم های گوارشی نتایج آ

، منیزیم 2Fe+مهم روده لارو سن پنج کرم سیب بود. همچنین تاثیر انواع یون های فلزی شامل آهن 

+2Mg 2+، منگنزmn 2+، رویZn 2+، مسCu .بر فعالیت نسبی آنزیم ها معنی دار می باشد 

                                                             
1  Venetter 

 روده جلویی

 

میانی روده  

 

 روده عقبی
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 بهینه آلفا آمیلاز pH  عیینت-1-4

آمیلاز در لوله گوارش و غدد بزاقی اکثر لاروهای بالپولکداران در شرایط قلیایی به  -فعالیت آنزیم آلفا

(، نتایج ما  همین موضوع را ثابت می کند. اثر 2000و همکاران،  1طور فاحشی افزایش می یابد )والنسیا

pH  نشان داده شده است.  2-4گوارشی لارو کرم سیب در شکل  بر فعالیت آمیلولیتیکی عصاره لوله

بیشترین فعالیت را  8-10قلیایی pHآمیلاز در دامنه وسیعی از  -همان طور که مشخص است آنزیم آلفا

مشاهده   pH=10(. فعالیت بیشینه این آنزیم درP   ،14 ،6=e,tdf 2/153 =F ≤0001/0نشان می دهد )

به صفر نزدیک  pH= 5ای اسیدی فعالیت آلفا آمیلاز بسیار کم بوده و دره pH( در 100  ± 005/0شد ) 

 می شود.

 

 بر فعالیت آنزیم آلفا آمیلاز لوله گوارشی لارو سن پنج کرم سیب pHاثر  -2-4شکل                 

ثر آمیلاز در بدن جانوران از جمله حشرات، نشاسته و گلیکوژن را مورد حمله قرار می دهد. در ا-آلفا

شکستن زنجیره کربوهیدرات در نشاسته و گلیکوژن، مخلوطی از الیگوساکارید ها آزاد می شود )ترا و 

له غدد بزاقی حمل می کنند و هضم (. حشرات مقدار کمی از پلی ساکارید ها را بوسی2005همکاران، 

                                                             
1  Valensia 
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ای تشخیص مقدار (. بر2002و همکاران،  1کامل پلی ساکارید ها در معده میانی انجام می گیرد )کفیر

تولید این ترکیبات از دی نیترو سالسیلیک اسید به عنوان معرف استفاده می شود. این ماده در ترکیب 

با دی ساکارید هایی مانند مالتوز رنگ نارنجی تولید می کند. بنابراین افزایش مقدار رنگ نارنجی نشان 

 (.1998، 2دهنده افزایش عملکرد آنزیم است )یاماموتو

 Bombyx moriآمیلاز در دیگر بالپولکداران از جمله لارو پروانه کرم ابریشم  -ت بهینه آنزیم آلفافعالی

) L( (، شب پره مدیترانه ای آرد 1978، 3)کانکاتسو (Zeller) Anagasta kuhniella (، 1991، )بیکر

(،کرم برگخوار 9951، 4)ناگاراج و آبراهام  Dury Antheraea mylitta لارو پروانه کرم ابریشم هندی 

  LMamestra brassice).((، 1971و همکاران،  5)ایشایا Spodoptera littoralis (Boisduval)پنبه 

و  7گزارش شده است. مارک ویک 5/9، 5/9، 5/9، 9، 3/9( به ترتیب برابر 2013و همکاران،  6)مهرخو

انی چهار گونه از بالپولکداران خانواده آمیلاز در عصاره روده می-( فعالیت بیوشیمیایی آلفا1996همکاران )

و اثر مهار کنندگی چند مهار کننده گیاهی روی این آنزیم را مطالعه   Gelechidaeو    Tortricidaeهای

 کردند.

 Planototrix octo (Dugdale) ، Epiphyas postvittana (Walker)این چهار گونه شامل پروانه های 

و شب پره  5/10بهینه برابر با  pHاز آفات درخت سیب با  Ctenopseustis obliquana (Walker)و 

بهینه برابر با  pHاز آفات مهم سیب زمینی با  Phthorimaea operculella (Zeller)بید سیب زمینی 

بهینه فعالیت این آنزیم  pHآمیلاز نشان دهنده تاثیر نوع تغذیه حشره بر -برای فعالیت آنزیم آلفا 5/9

  E. ello (L.)آمیلاز در پروانه -بهینه فعالیت آلفا pH( 1983چنین سنتوس و همکاران )د. هم می باش

در پروانه  آمیلاز گوارشی-( فعالیت آلفا2008و همکاران )8جیمنز -والنسیا ذکر می کنند. 8/9را برابر با 

                                                             
1  Kfir 
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3  Kanekatsu 
4  Nagarajn & Abraham 
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6 Mehrkhou, 
7  Markwick 
8 Valencia-Jimenez 
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Tecia solanivora (Povolny)  و اثراتpHکردند و  ، دما و مهارکننده های گیاهی بر آن را بررسی

بهترین  10تا  7ی ها pHآمیلاز است که در -مشخص شده این حشره دارای سه ایزوفرم آنزیم آلفا

  pH برای تعیین (1995ناگاراجو و آبراهام ) .بالاترین فعالیت را نشان می دهند  pH=9فعالیت و در 

از سه بافر   Antheraea mylitta  Duryبهینه فعالیت آنزیم آلفا آمیلاز در روده میانی لاروهای پروانه

  (2000والنسیا و همکاران )بدست آمد.  2/9بهینه در حدود  pHمختلف استفاده کرد و مشخص شد 

را بررسی کرده و اظهار می کند   Hypothenemus hampi (Ferrari)نیز آنزیم آلفا آمیلاز را در پروانه 

pH  می باشد 7تا  4بهینه فعالیت آنها. 

 آمیلاز-بهینه فعالیت آلفا تعیین دمای -2-4

آمیلاز لوله گوارش در اکثر حشرات نشان داده است که -آزمایشات انجام شده روی فعالیت آنزیم آلفا

درجه سانتیگراد می باشد. در این آزمایش  30-50فعالیت بهینه برای این آنزیم در محدوده دمایی 

درجه سانتیگراد بالا  20-40گستره دماییفعالیت آنزیمی در  دیده می شود، 3-4همانطور که در شکل 

   P≤004/0( ) 100 ± 010/0درجه سانتیگراد به حداکثر فعالیت خود می رسد ) 35می باشد و در دمای 

14 ،6 =t,edf   54/5 =F در دماهای بالاتر و پایین تر از این محدوده کاهش قابل ملاحظه ای مشهود )

سانتیگراد میزان فعالیت آنزیم به شدت کاهش یافت. که نشان درجه  40است. با افزایش دما به بیش از 

دهنده تغییر ساختمان سه بعدی پروتئینی آنزیم می باشد، هر آنزیم در دمای مطلوب و خاص خود قادر 

است که بیشترین فعالیت را داشته باشد. فعالیت و پایداری آنزیم ها وابسته به ساختار سه بعدی و 

ید آمینه آن ها است. دمای زیاد با ایجاد تغییرات در ساختار سه بعدی آنزیم ساختمان مولکول های اس

فعالیت آن را کاهش می دهد. افزایش دما در محیط واکنش آنزیمی باعث افزایش انرژی سینتیکی 

واکنش دهنده ها ) سوبسترا و آنزیم ( می شود. در نتیجه افزایش دما در این محیط  باعث جذب انرژی 

آنزیم و از هم گسیختن ساختمان سه بعدی آن و متعاقب آن کاهش فعالیت آنزیم می شود زیاد توسط 
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آمیلاز لارو پروانه -( دمای مناسب فعالیت آلفا2010و همکاران ) 2(. یزدانی2002و همکاران،  1)بوید

ینه درجه سانتیگراد اعلام نمودند، دمای به 40و  37را  Glyphodes pyloalis (Walker)برگخوار توت 

درجه سانتیگراد  Chilo suppressalis 40- 35 (Walker)آمیلاز در کرم ساقه خوار برنج -فعالیت آلفا

 Treitschke  Grapholita(رشب پره آلو د(. دمای بهینه 2008و همکاران،  3زیباییگزارش شده است )

funebrana (35  ،(.1394درجه سانتیگراد محاسبه شد )ابراهیم زاده 

                         

 اثر دما بر فعالیت آنزیم آلفا آمیلاز لوله گوارشی کرم سیب -3-4شکل                         

 آمیلاز-زایموگرام آلفا -4-3

آمیلاز در حشرات راسته های مختلف، متفاوت است. زایموگرام آلفا آمیلاز -تعداد ایزوفرم های آنزیم آلفا

(. 4-4ید کننده وجود این آنزیم در لوله گوارش این حشره است )شکل در لارو سن پنجم کرم سیب تای

 (. 1997است )روش داویس و همکاران،  این آنزیم در کرم سیب دارای دو ایزوفرم
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 زایموگرام آلفا آمیلاز لارو سن پنجم کرم سیب -4-4شکل                          

 

   Naranga aenescens(Moore) ( روی کرم سبز برگخوار برنج2010و همکاران ) 1دیآزمایش اس

آمیلاز در لوله گوارش لارو سن آخر کرم سبز برگخوار برنج وجود داشته و دارای -نشان داد که آنزیم آلفا

گوارش آمیلاز لوله -( الگوی تحرک آنزیم آلفا2010) و همکاران 2ایزوفرم می باشد در حالیکه بندانی 2

را روی ژل الکتروفورز بررسی کرده و تنها یک ایزوفرم  N. aenescens کرم سبز برگخوار برنج  3لارو سن 

آمیلاز درسرخرطومی -ایزوفرم از آنزیم آلفا 3( 2011و همکاران ) 3صابری از این آنزیم مشاهده کردند.

یج حاصل از زایموگرام آلفا گزارش کردند. نتا Rhynchophrus ferrugineus (Olivier)حنایی خرما 

دو ایزوفرم را در این حشره نمایان کرد  Hyphantria cunea (Drury)آمیلاز پروانه ابریشم باف پاییزی 

 A. kuhniella( دو ایزوفرم آلفا آمیلاز در لارو شب پره مدیترانه ای آرد 1972) 4(. باکر1397)غلام زاده، 

(Zeller) شناخته شده آنزیم آلفا آمیلاز در گونه های مختلف حشرات  گزارش کرد. تعداد ایزوفرم های

 H. armigera ،S.litura (F)، Callosobruchus maculates (F.)عدد متفاوت می باشد. در  1-8از 

                                                             
1  Asadi 
2  Bandani 
3 Saberi 
4 Baker 
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1 



56 
 

 S. oryzae L. ،T. castaneum عدد می باشد در حالی که در 5تعداد ایزوفرم های آلفا آمیلاز بیشتر از 

.L 2وسینگ ;1998بون و همکاران،  ;1989و همکاران،  1هده شده است )کامپوسیک ایزوفرم مشا فقط 

 (.2008و همکاران، 

 بهینه فعالیت آلفا گلوکوزیداز و بتا گلوکوزیداز pH  تعیین -4-4

pH  بهینه برای فعالیت آنزیم باpH  معده حشره در برخی گونه ها هم خوانی داشته و تحت تاثیر

 pH(. مقدار 1986، 3ذا و جمعیت میکروارگانیسم های معده می باشد )داوغ pHفاکتورهایی نظیر غذا، 

 5-4بر فعالیت آلفا و بتا گلوکوزیداز عصاره لوله گوارشی لارو کرم سیب در شکل pHبهینه برای اثر 

انجام شد.  pH= 5-13ف روی فعالیت آلفا و بتا گلوکوزیداز در طی pHنشان داده شده است. آزمایش اثر 

های  pHبیشترین فعالیت را دارد و در  7-9های  pHر شکل مشهود است آلفا گلوکوزیداز در چنانکه د

نشان می دهد  pH=8 کاملا اسیدی و قلیایی بالا فعالیت بسیار ناچیزی دارد و فعالیت بیشینه خود را در

(013/0 ± 100( )0001/0≥ P  16 ،7 =e,tdf   35/461 =F در مورد آنزیم بتا گلوکوزیداز ) نیز فعالیت

 pHبه اوج خود می رسد و بعد از آن با افزایش   pH=8افزایش یافته و در  pHاین آنزیم با افزایش 

 (.P  16 ،7 =t,edf  83/50 =F ≤0001/0( )100 ± 07/0فعالیت کاهش می یابد )

 

                                                             
1 Campos 
2 Wiessing 
3 Dow 
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که مشابه با نتایج مطالعات زیادی در مورد آلفا و بتا گلوکوزیداز حشرات راسته های مختلف انجام گرفته 

برای  7/3برابر با  pHبه دست آمده در این تحقیق است. به عنوان مثال فعالیت بهینه آلفا گلوکوزیداز در 

)سانتوس و همکاران،  E. ello (L.)برای پروانه  8/5( و یا 2012)ترا و همکاران،  T. molitor (L.)سوسک 

ها در بال غشائیان و کمترین آن در  گلوکوزید فعالیت pH( متفاوت است. در حشرات بالاترین 1983

روده میانی می باشد.  pH( و این صرفنظر از ارتباط با 1994سن ها مشاهده شده است ) ترا و فریرا، 

( آزمایشات گسترده ای جهت بررسی فعالیت آنزیم بتا گلوکوزیداز در حشرات 1998فریرا و همکاران )

( 2002و راست بالان انجام دادند. همچنین پونتو و لو ) بال غشائیان راسته سخت بالپوشان، بالپولکداران،

 pHرا مورد مطالعه قرار دادند و   A. melifera (L.)فعالیت بتا گلوکوزیداز در روده میانی زنبور عسل

 ( فعالیت بهینه آنزیم آلفا و بتا گلوکوزیداز1986و همکاران ) 1. پراتویل سوساگزارش کردند 6بهینه آن را 

گزارش کردند.  6را  Thaumetopoea pityocampa  (Denis & Schiffermuller)روده میانی در پروانه

                                                             
1  Pratviel-Sosa 
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 فعالیت های آنزیم های آلفا و بتا گلوکوزیداز لارو سن پنجم کرم سیب بر pHاثر  -5-4شکل          
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 pHرا  E.ello (L) ( فعالیت بهینه بتا گلوکوزیداز روده میانی در پروانه1984نتوس و فریرا )اهمچنین س

شیمیایی آلفا و بتا  ( به بررسی خصوصیات بیو2010قدمیاری و همکاران )گزارش می کند.  5/6برابر با 

پرداختند. در این تحقیق  G. pyloalis (Walker)گلوکوزیداز در روده میانی و بزاق پروانه برگخوار توت 

pH  محاسبه شد. مطالعات  5/5و  5/7بهینه فعالیت آنزیم های آلفا و بتا گلوکوزیداز در روده میانی برابر با

راسته های مختلف مانند بالپولکداران، ناجوربالان و سخت  بیشتر در مورد آلفا و بتا گلوکوزیداز حشرات

(، 2006(، ناکوئیزی و همکاران )2003(، آزودو و همکاران )2000بالپوشان توسط مارانا و همکاران )

( و غیره انجام شده است. غلام زاده و همکاران 2010(، رمزی و همکاران )2009یاپی و همکاران )

 Epilachnaبیوشیمیایی آنزیم های گوارشی کفشدوزک خربزه ( در بررسی ویژگی های1396)

chrysomelina (Fabricius) ،  pH اعلام کردند.  5فعالیت آنزیمی را  بهینهpH  بهینه فعالیت آلفا و بتا

 )حسنمشاهده شد  5 نیز Lygaeus pandurus (Scopoli)ه گلوکوزیداز در روده میانی سن قرمز پست

 (.1393و همکاران، 

 

 تعیین دمای بهینه فعالیت آلفا گلوکوزیداز و بتا گلوکوزیداز -5-4

-4درجه سانتیگراد می باشد )شکل 30دمای بهینه آنزیم آلفا و بتا گلوکوزیداز در لوله گوارشی کرم سیب 

( 100 ± 007/0( که در آلفا گلوکوزیداز با روند آهسته تری در دماهای بالاتر کاهش می یابد ) 6

(0001/0≥ P  12، 5 =t,edf  25/85 =F)  اما در بتا گلوکوزیداز این کاهش فعالیت، سریعتر صورت می

( 0/±005/0314درجه سانتیگراد به فعالیتی محدود و یکنواخت می رسد ) 45-50گیرد تا در دماهای 

(0001/0≥ P  12 ،5 =e,tdf  73/324 =F.) 
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دماهای  در و دارد مناسبی فعالیت یدمای طیف در یک آنزیم ( هر1989اظهار )پریس و استیونز،  طبق

در  و ودش ایجاد آنزیم ساختار در ناپذیری تغییرات برگشت است ممکن طیف این از تر پایین یا بالاتر

 نشان راستۀ بالپولکداران حشرات مورد در گرفته  صورت های پژوهش .یابد کاهش ها آن فعالیت نتیجه

 .دارند بهینه سانتیگراد فعالیت درجه 30-40دمای  در بتا گلوکوزیدازی و آلفا های آنزیم دهند، می

 

            

 سیب کرم گوارشی لوله گلوکوزیداز بتا و آلفا های آنزیم فعالیت بر دما اثر -6-4شکل                      

 

ده است بو سانتیگراد درجۀ Z. pyrina (L.) 35در کرم خراط  بتاگلوکوزیداز و آلفا های آنزیم بهینۀ دمای

 درجۀ 55 و 45 با برابر ترتیب به     N. aenescens(Moore) (. در2012و همکاران،  1)وطن پرست

 35 با برابر ترتیب به   Choreutis nemorana(Hubner) در ( و2012، 2سانتیگراد )اسدی و همکاران

شب پره مینوز ( اعلان شده است، همچنین در 2013و همکاران،  3تیگراد )غلام زادهسان درجۀ 45و
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 درجه سانتیگراد می باشد. 45دمای بهینه فعالیت این آنزیم در  Tuta absoluta (L.) گوجه فرنگی 

  Ocnerogiva Amanda (L.) انجیر خوار برگ در بتا گلوکوزیداز و آلفا های آنزیم فعالیت بهینۀ دمای

ه علاوه دمای بهینه فعالیت آلفا (. ب2014)غلام زاده و همکاران،  است شده سانتیگراد گزارش درجۀ 45

درجه  40برابر با   Xanthogaleruca luteola (Muller)و بتا گلوکوزیداز در سوسک برگخوار نارون 

کاهش فعالیت آنزیم در دمای بالا به این  (.2011و همکاران،  1سانتیگراد گزارش شده است ) شریفی

ی زیاد توسط آنزیم و از هم گسیختن ساختمان صورت قابل توجیه است که افزایش دما باعث جذب انرژ

(. فعالیت آنزیم ها به 2002سه بعدی آن و متعاقب آن کاهش فعالیت آنزیم می شود )بوید و همکاران، 

درجه سانتیگراد  40-60درجه سانتیگراد افزایش می یابد، در محدوده  40یا  35طور معمول از صفر تا 

 -دهد که این به واسطه افزایش آشفتگی مولکول های آنزیم کاهش سریع در فعالیت آنزیمی رخ می 

 (.1990، 2سوبسترا، و افزایش آهسته دناتوراسیون دمایی آنزیم ها می باشد )هوپکیان

 

 اثر یون های فلزی بر فعالیت گلیکوزیدازی -6-4

ای مشاهده می شود اثر یون های آهن، منیزیوم، منگنز، روی و مس در غلظت ه 7-4آنچه در شکل 

(. با توجه P  22 ،10 =e,tdf  34 ،17/8 =F ≤0001/0میلی مولار معنی دار می باشد ) 10و  5متفاوت 

میلی مولار باعث افزایش فعالیت آنزیمی آلفا گلوکوزیداز و بتا  10به شکل یون مس در غلظت نهایی 

 %100یم بیش از میلی مولار باعث افزایش فعالیت آنز 10گلوکوزیداز می شود به طوری که یون مس 

 ( و 132 ± 028/0شده )

                                                             
1  Sharifi 
2  Hopkin 
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میلی مولار باعث کاهش فعالیت این آنزیم شده است. دیگر یون های نامبرده اثر کاهشی بر  5یون مس 

برای  یون مس یک کوفاکتور رسانده است. 40فعالیت آنزیم داشته و میزان فعالیت را به کمتر از %

نزیمی می شود )ژو و همکاران، آث اختلال در فرآیند بوده و کمبود آن باع واکنش های بیوشیمیایی

فرآیندهای سلولی  (. مطالعات نشان داده است که غلظت روی و هم چنین زمان قرار گرفتن آن بر2002

  .(2009و همکاران، 1 پارکموثر است )یز ن

 

 یداز لارو سن پنجم کرم سیببر فعالیت آنزیمی آلفا و بتا گلوکوز اثر غلظت های یون های فلزی -7-4شکل           

 

 2CaCl  میلی مولار فعالیت بتا گلوکوزیداز را کاهش و فعالیت آلفا گلوکوزیداز را در لوله  40در غلظت

و   2Hg  ،+2Fe+(. یون2010گوارش لارو پروانه برگخوار توت افزایش داده است )قدمیاری و همکاران، 

+2Mn   ت آنزیم های آلفا و بتا گلوکوزیداز را کاهش دادند میلی مولار فعالی 20و 10در هر دو غلظت

فعالیت آلفا  2Ca+یون    G. pyloalis(Walker)(. در بررسی های صورت گرفته روی 1397)غلام زاده، 

( در مطالعات اثر 2009(. یاپی و همکاران )2010گلوکوزیداز را افزایش می دهد )قدمیاری و همکاران، 

صورت گرفت، یون های مس، روی و آهن بر بتا  Rhynchophorus palmarum (L.)یون هایی که روی 

                                                             
1 Park 
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روی فعالیت تاثیر زیادی  گلوکوزیداز اثر مهار کنندگی داشته در حالی که کلر، منگنز، منیزیم و باریم 

             این آنزیم نداشته است

 تعیین فعالیت پروتئولیتیکی -4-7

  عمومیپروتئاز  بهینه pH  تعیین -4-7-1

( بررسی 5-11) pHفعالیت پروتئولیتیک عصاره لوله گوارشی با استفاده از آزوکازئین در دامنه ای از  

نشان داده شده است. چنانچه  8-4های مختلف در شکل pHشد. میزان فعالیت پروتئاز عمومی نسبت به 

طوری که  های قلیایی هیدرولیز شده است به pHمشخص است سوبسترای آزوکازئین در دامنه ای از 

مشاهده می  11برابر با  pH( فعالیت پروتئولیتیک قابل توجه بوده و بیشینه آن در11-9های )pH در

فعالیت نسبی  5و  6های اسیدی  pH(. در P  14 ،6 =e,tdf  39 =F ≤0001/0( )100 ± 014/0شود )

 افزایش فعالیت یی های قلیا pHدرصد مشاهده می شود در حالیکه در  20بسیار جزئی و تقریبا برابر 

به نظر می رسد که به دلیل فعالیت بیشتر پروتئولیتیک عصاره روده میانی در  پروتئازها ثبت شده است.

pH  قلیایی نسبت بهpH  اسیدی، سرین پروتئینازها آنزیم های اصلی هیدرولیز کننده در عصاره روده

 میانی کرم سیب هستند.
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 بر فعالیت پروتئاز عمومی لوله گوارشی کرم سیب pHاثر  -8-4شکل                               

 

آزوکازئین سوبسترای پروتئینی است که معمولا برای سنجش فعالیت پروتئولیتیک کل یک نمونه آنزیمی 

و همکاران،  1الپیدینا ;1993استفاده می شود و گزارش های بسیاری در این زمینه وجود دارد )کوهن، 

های مختلف، با استفاده از سوبسترای  pHج به دست آمده از فعالیت پروتئولیتیک کل در (. نتای2001

بهینه قلیایی را در عصاره لوله گوارشی کرم سیب نشان می  دهد.  pHآزوکازئین، وجود پروتئازها با 

ه است قلیایی برای دیگر بالپولکداران نیز گزارش شد pHفعالیت پروتئولیتیک در دامنه گسترده ای از 

( از مطالعه فعالیت های پروتئازی روده 2011تایجی که کریستلر و همکاران )(. در ن1994)ترا و فریرا، 

گونه از بالپولکداران به دست آوردند، نشان می دهد فعالیت پروتئولیتیک کل عصاره روده  12میانی در 

در حضور سوبسترای  Noctuidaeاز خانواده  Chrysodeixis erosoma (Doubleday) میانی پروانه

و همکاران  2اتفاق می افتد. پریرا  pH=9های قلیایی بالا بوده و فعالیت بیشینه در pHآزوکازئین و 

در  Anticarsia gemmatalis ( Hübner)بهینه فعالیت پروتئاز عمومی  pH( گزارش کردند که 2005)

                                                             
1 Elpidina 
2 Pereira 
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 pHضم بهینه ترکیبات پروتئینی در می باشد. ه pH=10ناحیه قلیایی بوده و بیشترین فعالیت آن در

کلی روده  pHبهینه فعالیت پروتئازها و  pHهای بالاتر در روده میانی نشان دهنده ارتباط مستقیم 

و همکاران،  1میانی در گونه های دیگر از حشرات و بویژه بالپولکداران نیز گزارش شده است )حسینی نوه

، وجود یی در برابر سوبستراهای پروتئینیقلیا pHی از (. فعالیت پروتئولیتیکی در دامنه وسیع2007

)کاسو و همکاران،  مجموعه ای از پروتئاز های شرکت کننده در هضم پروتئین ها را نشان می دهد

1994.) 

 تعیین دمای بهینه پروتئاز عمومی -2-7-4

 014/0ی باشد )درجه سانتیگراد م 30بیشینه فعالیتی پروتئاز عمومی در دمای  9-4با توجه به شکل 

± 100( )0001/0≥ P  12 ،5 =e,tdf  18/386 =F در دماهای بالاتر فعالیت آن به سرعت کاهش می .)

درجه سانتیگراد شروع به فعالیت کرده تا دمای  20یابد، چنانچه مشهود است این آنزیم در دمای حدود 

دمای بیشتر، فعالیت آن کاهش  از خود نشان داده وبا افزایش %50درجه سانتیگراد فعالیت بالای  40

 یافته است. 

 A. gemmatalis( خصوصیات پروتئازهای معده میانی لارو سن آخر پروانه 2005پریرا و همکاران )

(Hubner) گراد می درجه سانتی 35فعالیت پروتئازها  را بررسی و گزارش کردند که دمای مناسب برای

 باشد.

                                                             
1 Hosseininaveh 
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 دما بر فعالیت پروتئاز عمومی لوله گوارشی لارو سن پنج کرم سیباثر  -9-4شکل                   

 بهینه پروتئازهای اختصاصی )تریپسین، کیموتریپسین و الاستاز( pH  تعیین-3-7-4

های مختلف با استفاده از  pHفعالیت سرین پروتئازهای عصاره لوله گوارشی در 10-4 در شکل

گونه که مشخص است هیدرولیز سوبسترای  سوبستراهای تخصصی نشان داده شده است. همان

SAAPPpNA  توسط آنزیم کیموتریپسین در دامنه وسیعی ازpH ( صورت می گیرد و 8-11قلیایی )

  P  113 ،6 =e,tdf ≤0001/0( )100 ± 083/0مشاهده می شود ) 11برابر با  pHبیشینه فعالیت آن در

11/33 F=ا استفاده از سوبسترای اختصاصی (. بررسی فعالیت تریپسین لوله گوارشی نیز بBApNA  در

های قلیایی با بیشترین فعالیت  pHهای اسیدی و قلیایی نشان دهنده فعالیت آن در  pHدامنه از 

( 258/1 ±  006/0اسیدی کمترین فعالیت را نشان می دهد )های  pHمی باشد و در   pH=11در

(0001/0≥ P  113 ،6 =e,tdf  44/9291 =F .)روده میانی رین پروتئینازهای موجود در عصاره از دیگر س

مشخص  SAAApNAکه فعالیت آن از طریق هیدرولیز سوبسترای اختصاصی آنزیم الاستاز می باشد 

های اسیدی کمترین فعالیت را  pHهای قلیایی بیشترین فعالیت و در  pHشده است. این آنزیم نیز در 
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 007/0به حداکثر فعالیت خود رسیده است ) pH=11را دنشان می دهد و مشابه دیگر سرین پروتئازه

± 252/0( )0001/0≥ P  113 ،6 =e,tdf  114/1791 =F.) 

  بر فعالیت پروتئازهای اختصاصی لوله گوارشی کرم سیب pHاثر  -10-4شکل                              

 .Sدر بالپولکداران BApNAبهینه فعالیت تریپتیک برای هیدرولیز سوبسترای  pHمنابع بسیاری 

 (Boisduval)littoralis  (، کرم قوزه پنبه 1995، 1)لی و آنستی (Hubner) H. armigera ،H. 

 (Fabricius) virescens (، پروانه کرم ابریشم1991و همکاران،  2)جانستون.) L( B. mori  ساساکی و(

و  4)هاوسمن ialisOstrinia nubil (Hubner)( و کرم ساقه خوار اروپایی ذرت 1982، 3سوزوکی

بهینه فعالیت تریپتیک برای  pH( 1966) 5گزارش کرده اند. لکادت 10( قلیایی و برابر 1989همکاران، 

 10با  را نیز برابر  Pieris brassicae (.L)درسفیده بزرگ کلم  SAAAPPpNAهیدرولیز سوبسترای 

ین پروتئینازهای تریپسین و کیمو تریپسین ( فعالیت سر2008و همکاران ) 6بیان می کند. همچنین کوو

 5/11بهینه آن ها را    pHرا با استفاده از سوبسترای اختصاصی تعیین و M. brassicae (.L)روده میانی

                                                             
1  Lee & Anstee 
2  Johnson 
3  Sasaki & Suzuki 
4  Houseman 
5  Lecadet 
6  Koo 
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( در مطالعات خود بر روی سرین پروتئینازهای گوارشی در 2008همکاران ) و 1اعلان می کند. جورج

هینه فعالیت تریپسین، کیمو تریپسین و الاستازی را در حضور ب Busseola fusca (Fuller) ،pHپروانه 

به دست آوردند. نتایج به دست آمده  9-5/10، 10-5/10، 11-5/11سوبستراهای اختصاصی به ترتیب 

بهینه فعالیت سرین پروتئینازها در دیگر  pHدر تحقیق حاضر با نتایجی که در مطالعات مختلف بر روی 

 ه است، مطابقت دارد. بالپولکداران صورت گرفت

روده  pHه خانواده حشرات نتیجه گرفت ک 20گونه در  60برای  pH( از بررسی مقادیر1980برن بائوم )

گ درختان که میانی لاروهای بالپولکداران به شیمی گیاه میزبان نیز وابسته است. لاروهایی که از بر

می  6/8روده میانی آنها  pHمتوسط  مشخصا حاوی مقادیر بیشتری تانن می باشند تغذیه می کنند،

میانی آنها  روده pHباشد، در حالیکه لاروهایی که بیشتر از علف ها و بوته ها تغذیه می کنند متوسط 

مکن است به بالاتر روده میانی در لاروهای تغذیه کننده از غذاهای غنی از تانن م  pHمی باشد. 2/8

ن ها تشکیل تانن تکامل یافته باشد. تانن ها با پروتئی عنوان یک سازوکار محافظتی برای کاهش سمیت

ی که در بالاتر انجام آن بسیار کند صورت می گیرد. شرایط خیلی اسید pHکمپلکس می دهند اما در 

ای هضم سلولز نواحی ویژه ای از روده عقبی بعضی موریانه ها، سیرسیرکها و احتمالا دیگر حشرات که بر

زی گلوکز ارگانیسم هایی وجود دارند متداول است ناشی از تخمیر غیر هوادر روده عقبی آنها میکرو

ی استیک حاصل از هضم سلولز است که در نتیجه تخمیر، اسیدهای چرب با زنجیره کوتاه شامل اسیدها

 (.1980و بوتیریک تولید می گردند ) برن بائوم، 

                                                             
1 Funke 
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 تعیین دمای بهینه پروتئازهای اختصاصی -4-7-4

دمای بهینه فعالیت پروتئازی تریپسین، کیموتریپسین و الاستاز در لوله گوارشی  11-4شکل با توجه به 

درجه سانتیگراد می باشد که در دماهای بالاتر با گذشت زمان فعالیت کاهش یافته و این  30کرم سیب 

خ کاهش فعالیت در تریپسین بسیار سریعتر صورت گرفته و در کیموتریپسین با سرعت آهسته تری ر

درجه سانتیگراد کاهش فعالیت آنزیمی سرین پروتئاز ها بسیار آهسته  40-50می دهد. در دامنه دمایی

 P  114 ،5 =e,tdf  75/124 ≤0001/0بوده و روند تقریبا یکنواختی را طی می کند تا به صفر برسد )

F=) 

 

 گوارشی لارو سن پنجم کرم سیباثر دما بر فعالیت آنزیم های پروتئازی لوله  -11-4شکل                  
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دما یکی ازموثرترین عوامل دربالا بردن سرعت واکنش های آنزیمی است. سرعت واکنش ها تا مقدار 

درجه سانتی گراد به علت از بین رفتن ساختار سه  60و 50، 45بهینه افزایش یافته و سپس در دماهای 

 (. 2003 ،1بعدی آنزیم به شدت کاهش می یابد )سنسک

(، دمای بهینه برای بیشینه فعالیت آنزیم پروتئاز درمعده میانی 2008) و همکاران 2ق تحقیقات بوداتاطب

 و 3به گزارش کومار درجه سانتیگراد گزارش شده است. Aachaea Janata  03 (.L) لارو شب پره

 Conogethes punctiferalis( دمای بهینه برای فعالیت آنزیم پروتئاز در لوله گوارش 2006همکاران )

(Guenee) 40 درجه سانتیگراد است. کرم آلوG. funebrana (Treitschke)   درجه  45در دمای

 (.1394سانتیگراد بیشترین فعالیت پروتئازی را از خود نشان داد )ابراهیم زاده،

 زایموگرام پروتئاز عمومی -5-7-4

تفاده از الکتروفورز غیراحیایی و بکار ویژگی های پروتئینازهای موجود در لوله گوارشی کرم سیب با اس

چهار  12-4(. با توجه به شکل 1991، 4بردن سوبسترای هموگلوبین مورد بررسی قرار گرفت )روش بیکر

تر ژل قرار گرفته  تر در قسمت های پایین باند در پروتئاز عمومی مشاهده شد که پروتئین های سبک

 هده شد.و پروتئین های سنگین تر در قسمت بالایی مشا

 

 

 

 

                                                             
1  Cencek 
2  Budatha 
3  Kumar 
4  Baker 
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 زایموگرام پروتئاز عمومی در لارو سن پنجم کرم سیب-12-4شکل 

 

وجود شش  .fusca B (Fuller)( با مطالعه زایموگرام فعالیت پروتئازی پروانه 2006و همکاران ) 1فانک

پروتئاز در روده میانی ( نشان داد که پنج باند 1389طباطبایی و همکاران ) باند پروتئازی را نشان دادند.

وجود دارد. هم چنین کوچکی  Ectomyelois ceratoniae (Zeller)لارو شب پره کرم گلوگاه انار 

 H. cunea( نشان داد که سه ایزوفرم از آنزیم پروتئاز در لوله گوارش ابریشم باف پاییزی1390)

(Drury)    گخوار برنج ( در کرم سبز بر2012دارد. نتایج زایموگرام اسدی )وجودN.aenescens 

(Moore)  ( در زنبور برگخوار ثانوی رز1390و جهانجو )Allantus viennensis (Panzer)  چهار باند ،

ulchellaP tethesiaU ( تعداد باندهای 2012و همکاران ) 2عجم حسنی .پروتئازی را روی ژل نشان داد

(L)  .را شش عدد گزارش کردند 

 ازهای اختصاصیزایموگرام پروتئین -6-7-4

                                                             
1 Funke 
2 Ajamhassani 

P1 

P2 

P3 

P4 
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برای مطالعات دقیق تر پروتئینازهای لوله گوارشی کرم سیب زایموگرام آنها با استفاده از ژل پلی اکریل 

درصد و ژل متراکم کننده چهار درصد به دست آمد. در این بررسی تشخیص  12آمید جدا کننده 

ه طریقه همپوشانی بر روی الکتروفورزی سرین پروتئینازهای تریپسین، کیمو تریپسین و الاستاز ب

( انجام شد. آنالیز این زایموگرام و نتایج 2005صفحات نیتروسلولزی و به روش )وینوکورو و همکاران، 

 وجود دو باند تریپسین را ثابت می کند. 13-4به دست آمده در شکل

 

 

 

 

 

 

 

  

 در لارو سن پنجم کرم سیب زایموگرام پروتئاز اختصاصی تریپسین -13-4شکل 

نوع ایزوفرم های مختلف سرین پروتئازهای فعال  20دارای   H. armigera (Hubner)ابت شده پروانهث 

و همکاران،  3پاتاناکار ;1997و همکاران،  2گیتهوس ;1998و همکاران،  1رش می باشد ) بوندر لوله گوا

  (.2006و همکاران،  4و سرینیواسان 2001

                                                             
1  Bown 
2  Gatehouse 
3  Patankar 
4  Srinivasan, 
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 یم های پروتئازیاثر یون های فلزی بر فعالیت آنز -7-7-4

  P  209 ،10 =e,tdf ≤0001/0تاثیر یون های فلزی بر فعالیت آنزیم پروتئاز کرم سیب معنی دار بود )

97/901 F= میلی مولار یون های آهن، منیزیم، منگنز،  10و  5اثر غلظت های  14-4(. با توجه به شکل

ت عمل کرده و باعث مهار فعالیت روی و مس بر فعالیت آنزیمی سرین پروتئازها بصورت کاهش فعالی

میلی مولار یون روی بر فعالیت الاستاز باعث افزایش عملکرد آن گشته و  5آنزیم شده است اما غظت 

جزء یون سولفات روی   (.142 ±  011/0افزایش داده است ) %100فعالیت آنزیمی را تا بیش از 

فزایش فعالیت آنزیمی شده زیرا یون های باعث اساختاری بسیاری از آنزیم ها و پروتئین ها است و 

فلزی به عنوان پل های یونی یا نمکی بین دو اسید آمینه مجاور عمل می کنند و اثر تحریک کننده بر 

 (.2006، 1فعالیت الاستازی داشته است ) پادایاچی

 یون. است قرارگرفته مطالعه مورد محققین از بسیاری توسط مختلف های آنزیم روی فلزی یونهای تاثیر

کاران، هم و حسن) گردند آن فعالیت کاهش یا افزایش باعث میتوانند آنزیم نوع به بسته فلزی های

ه میانی باعث افزایش فعالیت آنزیمی پروتئاز در رود  2Mg+و  2Ca+(. بر طبق گزارشات یون های 2009

 هکنشان داد  (2012) ی(. نتایج اسد2005می شوند )پریرا،   A. gemmatalis (Hubner) لارو پروانه

رم سبز کفعالیت آنزیم پروتئاز را در لوله گوارش لارو سن آخر  2Fe+و آهن  2Ba+، باریم  2Hg+جیوه 

، 2Cu+( اثر یون های2002ژو و همکاران )کاهش می دهند.   N.aenescens(Moore)برگخوار برنج 

+2Mg ،+ 2Br  وK ب پره شها فعالیت آنزیمی را در  پروتئازی بررسی و بیان کردند که یون برفعالیت

 .دهد تحت تاثیر قرار نمی P. interpunctella (Hübner)هندی 

                                                             
1  Padayachee 
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 اثر غلظت های یون های فلزی بر فعالیت آنزیم های پروتئازهای اختصاصی لارو سن پنجم کرم سیب -14-4شکل   

 بهینه لیپاز pH  تعیین -8-4

 ± 003/0مشاهده شد )  pH=8از در لارو کرم سیب بیشینه فعالیتی آنزیم لیپ15-4با توجه به شکل

درصد فعالیت رسیده  30به کمتر از  pH 10-12بالاتر و پایین تر روند کاهشی داشته در pH( و در100

 در کلیدی نقشهای دارای حشرات در لیپاز آنزیم (.P  105 ،6 =e,tdf  11/4814 =F ≤0001/0) است

 از بسیاری برای زیادی اهمیت همچنین و هستند آنها انتقال و ارکردنانب چربیها، از بهره برداری با رابطه

 و اکسیداتیو تنش و ها پاتوژن برابر در دفاع نمو، و رشد مثل، تولید پایه ای فیزیولوژیکی فرآیندهای

 حشرات لیپاز مورد در گرفته انجام مطالعات (.2009 همکاران، و هورن)دارند  فرومونی علامت دهی

(. اثر عوامل مختلف 2008، همکاران و 1لیکاورس) است شده متمرکز چربی اجسام روی اکثراً  و بوده اندک

، دما، pHروی فعالیت و پایداری آنزیم لیپاز توسط بسیاری از محققین بررسی شده است، عواملی مانند 

و همکاران،  عالیت آنزیم لیپاز می شوند ) حسنیون های فلزی  و مهارکننده ها باعث کاهش یا افزایش ف

2009.) 

                                                             
1  Orscelik 
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 بر فعالیت آنزیم لیپاز لوله گوارشی لارو سن پنجم کرم سیب pHاثر  -15-4شکل                  

 

 Lymantria dispar (L.)بهینه آنزیم لیپاز در ابریش باف ناجور pHاساس مطالعات گذشته بر 

) زیبایی و  C. suppressalis (Walker)(، کرم ساقه خوار برنج 2008)مرداکوویو و همکاران، 

  N. aenscens(Moore)(، 2004و استنلی ،  1)توناز sexta  .M(.L)(، کرم شاخدار توتون 2008همکاران،

به دست  نتایج به باتوجهگزارش شده است.  10و 8، 10، 2/8( به ترتیب 2012) زیبایی و همکاران، 

 مراحل و دارند نیز بالایی آنزیمی فعالیت الا،تغذیه ب دارای مراحل دهد نشان می که مطالعه این از آمده

 که داد توضیح اینگونه میتوان که هستند آن فاقد حتی یا و آنزیمی فعالیت کمترین دارای فاقد تغذیه،

 را خود چربی های بافت حشره شفیرگی، مرحله به ورود از قبل کمی و لاروی سنین آخر مراحل در

 و بیولوژیکی مختصر فرآیندهای انجام و زندگی ادامه برای فعال غیر مراحل در تا کند می ذخیره

 و ترشح خود ممکن میزان کمترین در لیپاز آنزیم دلیل همین به باشد داشته کافی ذخیره فیزیولوژیکی

 ای تغذیه رژیم که کامل حشرات در همچنین .دارد کمی خیلی فعالیت عبارتی به و می شود استفاده

به دست  نتایجدارد. با توجه به  کمی بسیار فعالیت لیپاز آنزیم نیز باشد یم شهد از استفاده بر مبنتی

 تفاوت به را نمایی و نشو مختلف مراحل در آنزیم فعالیت تفاوت میتوان محققین سایر مطالعات زا آمده

                                                             
1  Tunaz 
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 حشره معده pHبهینه برای فعالیت یک آنزیم با   pH نسبت داد. مراحل این تغذیه میزان و غذا نوع در

جرای م pH       حشرات گونه های بیشتر در (.1986داو، ) همخوانی دارد حشرات گونه های برخی رد

 بالپولکداران،معده  pHدر حالیکه (. 2008است )مرداکوویو و همکاران،  5/7تا  6معده در محدوده 

 که دهد نشان می حشرات این در لیپاز آنزیم فعالیت روی انجام شده مطالعات بیشتر و است قلیایی

 (2001) همکاران و کاناووسو توسط انجام یافته مطالعات حمایت می شود. قلیایی pHفعالیت این آنزیم با 

بهینه این آنزیم دارد.  pHنشان از قلیایی بودن   M. Sexta (L.)روی آنزیم لیپاز کرم شاخدار توتون

  Opilosoma obiluque(Walker) ( روی لیپاز رده لارو پروانه1997) 1بررسی های انور و سالم الدین

 گوارشی لیپاز آنزیم روی (1998) 2وودرینگ و تئونشان داد.   pH=8حداکثر فعالیت این آنزیم را در 

مطالعاتی انجام دادند و نتایج به دست آمده به  Acheta domesticus (Linnaeus)خانگی  سیرسیرک

( روی فعالیت لیپاز در ماهیچه 1993) 3هوسدنمشاهده شد.  لیپاز برای 8بهینه  pHاین صورت بود که 

 (2011) همکاران و کریستلرمشاهده کرد.  pH=5/7ر بیشترین فعالیت را د  M. Sexta (L.) های پروازی

 تمامی بررسی کردند و متوجه شدند بالپولکداران لارو از مختلف گونه شش روی بر را لیپاز آنزیم فعالیت

 د.دارن pH= 9-10در را خود فعالیت یشترینب گونه شش این لیپاز های نزیمآ

                                                             
1  Anwar & Saleemuddin 
2  Teo & Woodring 
3  Heusden 
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 تعیین دمای بهینه لیپاز -9-4

درجه سانتیگراد افزایش یافته و  30-40آنزیمی لیپاز در دامنه دماییفعالیت  16-4با توجه به شکل

( و در دماهای بالاتر فعالیت آنزیمی 100 ± 004/0درجه سانتیگراد است ) 40فعالیت بهینه آن در دمای 

 به صفر نزدیک می شوددرجه سانتیگراد  50می یابد به گونه های که در دماهای بالاتر از کاهش 

(0001/0≥ P  90 ،50 =e,tdf  31/66 =F.) 

  

 وله گوارشی لارو سن پنجم کرم سیب اثر دما بر فعالیت آنزیم لیپاز ل -16-4شکل                     

 دمای در تفاوت و تشابه از مواردی محققین، سایر توسط مختلف موجودات روی بر انجام شده مطالعات 

 لیپاز آنزیم فعالیت روی (2008)همکاران  و زیبایی مطالعات نشان میدهد. در را لیپاز آنزیم بهینه فعالیت

 درجه 40 تا 37 دمایی محدوده C.suppressalis (Walker) برنج  خوار ساقه کرم بزاقی غدد و معده

( دمای بهینه فعالیت لیپاز در ماهیچه های 1993برآوردگردید. هوسدن ) بهینه ماید عنوان به سانتیگراد

( فعالیت آنزیم لیپاز 1980) 1درجه سانتیگراد بدست آورد. کاپین و احمد M. Sexta   40(.L) پروازی

ند. درجه سانتیگراد بیان کرد 50را اندازه گیری و دمای بهینه آن را  L. disparکرم ابریشم باف ناجور 

 فراوانی و جنبشی انرژی افزایش با غیرآنزیمی و آنزیمی واکنشهای سرعت حرارت، درجه افزایش با

                                                             
1 Kapin & Ahmad 
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 آنزیم جنبشی انرژی تواند می همچنین حرارتی انرژی این وجود گردد. با می بیشتر  واکنشگر مولکولهای

 در که رود فراتر نزیمآ بعدی سه ساختمان تخریب به مربوط انرژی سد از که افزایش دهد نقطه ای تا را

 با همراه که میکند واسرشته شدن یا شدن باز به شروع پلی پپتیدی زنجیر حد، از بیش افزایش صورت

 تا آنزیمی فعالیت صعودی روند بتواند شاید موضوع این خواهد بود. آن کاتالیتیکی فعالیت ازدست رفتن

 درجه سانتیگراد  50 دماهای در آنزیمی عالیتف توقف و آن از بعد نزولی روند درجه سانتیگراد، 40 دمای

 .توضیح دهد را

 اثر یون های فلزی بر فعالیت لیپاز -10-4

اثر غلظت یون های آهن، منیزیم، منگنز، روی و مس بر فعالیت لیپاز بصورت کاهشی بوده و یون مس 

بر کاهش یا افزایش با شاهد یکسان عمل کرده و فعالیت آنزیم را در حالت یکنواخت حفظ کرده و اثری 

(. به گزارش محققان یون 17-4شکل )(، P  153 ،10 =e,tdf  34/101 =F ≤0001/0آن نداشته است )

 ،2رید ;2006، 1های فلزی منیزیم، منگنز، پتاسیم سبب مهار فعالیت آنزیمی می شوند )باباکان و راند

           .(2010، 4مونتریو و اولیویرا ;2009و همکاران،  3وارالاکشمی ;2007

                                                             
1  Babakan & Rand 
2  Reyed 
3  Varalakshmi 
4  Monterio & Oliveira 
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انجام داد مشخص کرد که یون های  .P. brassicae L( بر روی 2012مطالعاتی که زیبایی و همکاران )

+2Ca ،+2Mg   ،باعث افزایش فعالیت آنزیم لیپاز در این حشره می گردد و هم چنین یون های کلسیم

 زیبایی مطالعه می می شود. درباعث مهار فعالیت آنزی N. aenscens Mooreمنیزیم، سدیم و پتاسیم در 

نشان داده شد که C.suppressalis  برنج  ساقه خوار کرم لیپاز آنزیم فعالیت روی(  2008)  همکاران و

 فعالیت این آنزیم در حضور یون پتاسیم کاهش می یابد. 

   

  نجم کرم سیباثر غلظت های یون های فلزی بر فعالیت آنزیم لیپاز لارو سن پ -17-4شکل               
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 ایران، در (Trichogramma Westwood) جنس گونه آنزیماتیک و مرفولوژیک مطالعه (.1378) .ا ابراهیمی،

 .541ص  ،مدرس تربیت دانشگاهت انتشارا

میوه آلو (. مطالعه ویژگی های بیوشیمیایی پروتئازها و کربوهیدرازهای گوارشی شب پره 1394ابراهیم زاده، ص. )

Grapholita funebrana .پایان نامه کارشناسی ارشد. دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی ساری. 

 154-158 صرم، چها چاپ .سپهر انتشارات تهران، .میوه درختان مهم آفات .( 1386)  .م اسماعیلی،

 .271. ص اداره کل آمار و اطلاعات وزارت جهاد کشاورزی. 1397آمارنامه کشاورزی، 

 .1400-1440، ص یادبود نشر انتشارات .ایران گیاهپزشکی دائره المعارف . (1375)  .ا بهداد،

 .Allantus viennensis (Schr.) (Hym (. مطالعه آنزیم های گوارشی زنبور برگخوار ثانوی رز1390ف. ) ،جهانجو

.Tenthredidae) : انشگاه تهران، دپایان نامه کارشناسی ارشد. دانشگاه علوم کشاورزی. 

 بیماری های گیاهی و آفات نشریه .سیب کرم با مبارزه در سم فرمول پنج آزماش . (1344)  .م اسماعیلی، ع. دواچی،

32 .23-14. 

موسسه تحقیقات آفات و بیماری های . حشرات زیان آور درختان میوه سردسیری ایران. ( 1390)رجبی، غ. ر. 

  .465 ، صگیاهی

در شب  یرشوا(. فعالیت پروتئولیتیکی گ1389. )س. ح. و شیرافکن خ ،و. گلدانساز ،حسینی نوه پ. ،رضوی طباطبایی

خلاصه مقالات نوزدهمین Ectomyelois ceratoniae Zeller (Lep: pyralidae ) پره کرم گلوگاه انار

 .519 ، صتهران. پزشکی ایران کنگره گیاه

مایی رشد و نمونیاز گرمایی جمعیتهای کرم سیب مستقر در استانهای (. برآورد آستانه پایین د1392رنجبر اقدم، ح. )

آذربایجان غربی، اصفهان و تهران با استفاده از مدل های ریاضی. گزارش نهایی پروژه تحقیقاتی موسسه تحقیقات 

 .49. ص آموزش و ترویج کشاورزیسازمان تحقیقات گیاهپزشکی کشور. 

 و انارستانها در Trichogramma زنبورهای به دستیابی روش . (1368)  .م آزمایش، و  .ع نصرالهی،  .م شجاعی،

ص  ،استان یزد در ای منطقه مسائل بررسی گردهمائی مقالات خلاصه بیوفابریک، در آن تکثیر مراحل

42. 

 .436ص  ،تهران دانشگاه انتشارات ،دوم چاپ .آفتکشها شناسی سم .(1386)  .خ جهرمی، طالبی
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ویژگی های بیوشیمیایی پروتئازهای گوارشی کفشدوزک خربزه "(.1396دمیاری، م. قنبری نژاد، ر. )غلام زاده، م. ق

Epilachna chrysomelina (Fabricius) (Col.: Coccinellidae) ."  نامه انجمن حشره شناسان

 .293-304ص . ایران

یت آنزیم های گوارشی و فنل اکسیداز برفعال  Bacillus thuringiensis var kurstaki. تاثیر  (1390ب. ) ،کوچکی

پایان .  Hyphantria cunea ( Drury ) ( Lepidoptera : Arctiidae )لارو پروانه ابریشم باف پاییزی 

 ، دانشگاه گیلان.دانشکده علوم کشاورزی کارشناسی ارشد نامه

 .554 ، صانتشارات آییژ. بیوشیمی لنینجر، جلد اول، (1385)محمدی، ر. )مترجم(.
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Abstract 

Cydia pomonella (L.) (Lep: Tortricidae) is one of the most important pests of apple 

orchards, which causes significant damage every year. Today, in order to control the 

harmful insects, much attention has been paid to their physiological characteristics, with 

the aim of disturbing the digestive processes and absorption of food in their stomachs. 

The determination of biochemical properties of digestive enzymes is the first effective 

step in the adoption of physiological control methods. To determine the physiology of 

digestion of apple grape, polluted apple fruits in spring and summer were collected from 

the Torbat Jam turtlenecks, and apple larvae were removed from the fruits and examined. 

The gastrointestinal tract of larvae of age 5 was extracted separately in laboratory 

conditions and stored for -20 freezing for enzymatic evaluation. The maximum activity 

of α-amylase, α-glucosidase and β-glucosidase enzymes was investigated in the presence 

of starch substrate, para-nitrophenyl α-glucopyranoside and para nitrophenyl β-

glucopyranoside and in the range of different acidity and their optimum at pH 10, 8 and 

8. The optimal temperature of these enzymes was tested at different temperature ranges, 

respectively at 35, 30 and 30 respectively .Using the azocasin substrate, the activity of 

the general protease of the gastrointestinal tract in a range of acidity was studied and it 

was determined that its maximum activity was at pH=11. The optimal temperature of the 

protease was also measured at 30 ° C. The activity of trypsin, chymotrypsin and elastase 

specific proteases was also studied by using special substrates of benzoyl-L-arginine-p-

nitroallanidesuccinyl-Alanine-Alanine-Proline-phenylalanine-p nitroallanide , n-

succinylalanine-alanine-alanine-p-nitroalanide were studied in a range of acidity and 

peak activity at pH=11. The optimal temperature of all three proteases was observed at 

30 ° C. In addition, the acidity of the lipase enzyme with paranitrophenyl butyrate 

specific substrate was 8 and its maximum operating temperature was 40 ° C. 

In the study of concentrations of 5 and 10 mM ions Fe2+, Mg2+, Mn 2+, Mn2+, Zn2+ and 

Cu2+ copper on α- glucosidase and β-glucosidase enzymes, trypsin, chimotrypsin, elastase 

and lipase with specific substrates, 10 mM ion Cu2+ increased the enzymatic activity of 

α-glucosidase, β-glucosidase and other ions inhibited this enzyme activity and decreased 

activity. In studying the effect of different concentrations of the mentioned ions on serum 

protease activity, the activity of the enzyme elastase was increased by the effect of Zn2+ 

5 mM and other ions reduced the serum protease activity. The lipase enzyme was also 
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inhibited by these ions, and Cu2+ showed neutral state at both concentrations of 5 and 10 

mM. 

The α-amylase zymograms showed two isoforms of this enzyme, as well as trypsin 

special protease zymograms using two band nitrocellulose plates in the C. pomonella 

(L.) gastrointestinal tract. The general protease zymogram was shown using a four 

band hemoglobin substrate.  
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